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Von der mit dem Nobel-Preis gewürdigten Entdeckung der Proteinkinasen durch E. 
Krebs und E. Fischer in den fünfziger Jahren des 20. Jahrhundert (Fischer und Krebs, 
1958) über die zusammenfassende Präsentation des Human Kinome, der Superfamilie 
der Proteinkinasen, durch Manning und Mitarbeiter im Jahr 2002 bis zum heutigen Tag 
ist die Erforschung der Proteinkinasen eine zentrales Thema für Forschungsgruppen 
auf der ganzen Welt. 
Die reversible Phosphorylierung durch Proteinkinasen ist ein bedeutsamer 
Mechanismus zur Regulation von Proteinfunktionen in Eukaryonten. Die endständige 
Phosphatgruppe des ATP (Adenosin-Tri-Phosphat) wird dabei meist auf Serin, Threonin 
und Tyrosin übertragen. Dabei spiegelt die Zahl an Proteinkinasen im menschlichen 
Genom die Vielfalt der möglichen regulatorischen Funktionen wider. So umfasst die 
Superfamilie der Proteinkinasen im Menschen 518 Mitglieder, was etwa 1.7% aller 
menschlichen Gene entspricht (Manning et al., 2002). Die Superfamilie der Kinasen 
wird anhand der Sequenzähnlichkeiten der katalytischen Domäne in verschiedene 
Gruppen aufgeteilt (Abb. 1.1).  
Die hier bearbeitete Kinase DYRK1A gehört der CMGC-Gruppe an (Hanks und Hunter, 
1995; Manning et al., 2002), der unter anderem auch die Cyclin-abhängigen Kinasen 
(CDK), die MAP-Kinasen, die GSK3/CK2-Familie sowie die CLK-Familie angehören. 
Die Mitglieder der CMGC-Gruppe sind an der Regulation von bedeutsamen 
Zellprozessen, dem Zellzyklus (CDK-Mitglieder) oder dem Spleißen (CLK-Familie) 
beteiligt.  
Mittlerweile wurden durch die Sequenzierung des menschlichen Genoms alle 
Proteinkinasen identifiziert. Dabei ist die Aufklärung der zugehörigen Funktionen und 
die Identifikation der physiologischen Substrate ein wichtiger Aspekt der modernen 
Kinaseforschung.  
Nach Cohen (2002) können neben spezifischen Antikörpern auch Inhibitoren der 
Proteinkinasen bedeutsame, therapeutisch nutzbare Pharmaka darstellen. So wird 
Imatinib (früher bekannt unter STI571), ein Inhibitor der Tyrosinkinase BCR/ABL, zur 
Therapie der chronisch myeloischen Leukämie (CML) eingesetzt (Druker et al., 2001). 
 
 
1. EINLEITUNG 
1.1 DIE FAMILIE DER PROTEINKINASEN
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Abb. 1.1: The Human Kinome mit der CMGC-Gruppe der Proteinkinasen 
Modifiziert nach Manning et al. (2002). Der phylogenetische Stammbaum stellt die Beziehung von 
Mitgliedern der Superfamilie der Proteinkinasen dar. Dabei ist der Abstand zweier Proteinkinasen 
antiproportional zur Ähnlichkeit der Proteinsequenz der katalytischen Domäne 
Daneben gibt es bereits etablierte Anwendungen des Einsatzes von Kinaseinhibitoren 
unter anderem im Bereich von weiteren hämatologischen Tumorerkrankungen 
(Wadleigh et al., 2005), im Bereich der Therapie des Mammakarzinoms (Agrawal et al., 
2005) oder des Nierenzellkarzinoms (Potti und George, 2004). Eine aktuelle Übersicht 
über Inhibitoren von Tyrosinkinasen gibt Tabelle 1.1. 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einem Substrat der Proteinkinase DYRK1A. Sie 
ist ein Mitglied der DYRK-Familie, zu der ebenfalls DYRK1B, DYRK2, DYRK3 und 
DYRK4 gehören (Becker und Joost, 1999; Wiechmann et al., 2003). Die 
Gemeinsamkeiten in dieser Familie beschränken sich auf die katalytische Domäne 
(Becker et al., 1998) und die DYRK-Homology-(DH) Box (Becker und Joost, 1999). Die 
DH-Box ist ein Sequenzmotif mit sauren Aminosäuren (DDDNxDY).  
1.2 DYRK1A
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Tabelle 1.1: klinische Anwendungen von Tyrosinkinaseinhibitoren 
Inhibitor Tyrosinkinase Anwendung 
Dasatinib ABL (9q34) ALL, AML, CML 
Erlotinib EGF-R (7q12) NSCLC, CRC, Mamma-Ca., GBM 
Everolimus mTOR (1p36) Immunsuppressivum, antiproliferative Effekte 
Gefitinib EGF-R (7q12) NSCLC, CRC, Mamma-Ca., GBM 
Imatinib 
ABL (9q34) 
ARG (1q25) 
c-KIT (4q11) 
PDGFRα (4q12) 
PDGFRβ (5q33) 
ALL, AML, CML 
AML 
AML, GIST, Seminom, Sarkome, SM 
GBM, HES, Osteosarkom, PAIS, GIST, aCML, DFSP 
CMML, aCML, AML 
Lapatinib EGF-R (7q12) Mamma-Ca. 
Nilotinib ABL (9q34) ALL, CML 
Seliciclib CDK2 (12q13) HIV Infektion, NSCLC,  
Sirolimus mTOR (1p36) Immunsuppressivum, antiproliferative Effekte 
Sorafenib Multi-Kinase-Inhibitor RCC 
Sunitinib VEGF-R RCC, NSCLC, Mamma-Ca., Prostata-Ca., CRC 
aCML, atypische CML; ALL, acute lymphatische Leukämie; AML, acute myeloische Leukämie; CML, 
chronische myeloische Leukämie; CRC, kolorektales Karzinom; DFSP, Dermatofibrosarkoma 
protuberans; GBM, Glioblastoma multiforme; GIST, gastrointestinaler Stromatumor; HES, 
hypereosinophiles Syndrom; NSCLC, nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom; PAIS: Leiomyosarkom der 
Arteria pulmonalis; RCC, Nierenzellkarzinom; SM, systemische Mastozytose (Modifiziert nach Müller-
Tidow et al., 2007). 
 
Die katalytische Domäne zeichnet sich durch das gemeinsame Sequenzmotiv „Tyr x 
Tyr“ zwischen den Subdomänen VII und VIII aus. Die Phosphorylierung des zweiten 
Tyrosins ist die Voraussetzung für die katalytische Aktivität von DYRK1A und DYRK3 
(Kentrup et al., 1996; Himpel et al., 2001; Li et al., 2002; Lochhead et al, 2005). Diese 
Aktivierungsschleife ähnelt dem „Tyr x Tyr“-Motiv der MAPK-Familie und nimmt in 
einem Strukturmodell von DYRK1A auch eine analoge Position ein (Himpel et al., 2001; 
Wiechmann et al., 2003). Dabei unterscheidet sich jedoch der 
Aktivierungsmechanismus der DYRK-Mitglieder durch Tyrosin-Autophosphorylierung 
von dem der MAP-Kinasen, welche durch spezielle Upstream-Kinasen am Tyrosin- und 
Threonin-Rest phosphoryliert werden (Marshall, 1995). Die Mitglieder der DYRK-Familie 
werden aufgrund der Autophosphorylierung eines Tyrosin-Restes und der 
Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten in exogenen Substraten als 
dualspezifische Kinasen bezeichnet. Diese duale Spezifität und die Regulation der 
Kinaseaktivität  über die Tyrosin-Phosphorylierung  in einer Aktivierungsschleife gaben 
der Familie ihren Namen: das Akronym DYRK steht für „Dual-Specificity Tyrosin (Y) 
Phosphorylation-Regulated Kinase“. 
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DYRK1A wird im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der DYRK-Familie ubiquitär 
exprimiert, alle anderen Familienangehörigen werden hauptsächlich im Hoden 
exprimiert (Becker et al., 1998). Dabei sind DYRK1A und DYRK1B überwiegend im 
Kern lokalisiert (Becker et al., 1998; Leder et al., 1999), wohingegen DYRK2 ein 
zytoplasmatischer Vertreter der DYRK-Familie ist (Song et al., 1997; Becker et al., 
1998).  
 
DYRK1A weist neben der Kinasedomäne und der DH-Box weitere charakteristische 
Sequenzmotive auf (Abb. 1.2). Im N-Terminus befindet sich ein zweiteiliges Kern-
Lokalisationssignal (NLS; Kentrup et al., 1996; Becker et al., 1998). Zusätzlich wurde 
ein weiteres Sequenzmotiv mit einer Reihe von 13 Histidin-Resten im C-Terminus der 
Kinase identifiziert. Dies führt zu einer Anreicherung im Kern in Form von so genannten 
Nuclear Speckles (Álvarez et al., 2003). Der C-Terminus enthält eine PEST-Region, die 
als Signal für einen schnellen Abbau in der Zelle gilt (Rogers et al., 1986). 
  
 
Abb. 1.2: Aufbau der Proteinkinase DYRK1A 
In der schematischen Darstellung sind das Kernlokalisationssignal (NLS), die DH-Box (DH), die 
katalytische Domäne (cat), die Aktivierungsschleife (AS) mit zwei konservierten Tyrosin-Resten, die 
PEST-Region (PEST) und das Motiv aus 13 Histidin-Resten (His) eingezeichnet. 
 
DYRK1A wird direkt durch die Beeinflussung der katalytischen Aktivität sowie auf der 
Ebene der Genexpression reguliert. In aktivierten T-Lymphozyten (Teague et al., 1999), 
in Melanom-Zelllinien (de Wit et al., 2002) und in menschlichen neutrophilen 
Granulozyten, die Bakterien ausgesetzt wurden (Subrahmanyam et al., 2001), wird 
DYRK1A differentiell exprimiert. In der hippocampalen Vorläuferzelllinie H19-7 wird die 
katalytische Aktivität von DYRK1A durch den Fibroblast Growth Factor induziert (Yang 
et al., 2001). Dabei sind die Proteine, die diese Aktivitätssteigerung am Ende der 
Signalkette vermitteln, noch nicht bekannt. Eine direkte Aktivitätssteigerung gegenüber 
NLS 
Y Y 
cat 
P AS 
His
PEST DH 
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dem Substrat Histon H3 kann in vitro durch das Adenovirus E1A Oncoprotein erzielt 
werden (Zhang et al., 2001). 
 
Das menschliche Gen von DYRK1A ist auf Chromosom 21 in der Down-Syndrom-
kritischen Region lokalisiert (DSCR; Guimerá et al., 1996; Ohira et al., 1997; Smith et 
al., 1997). In den Industriestaaten kommt auf etwa 650 Geburten durchschnittlich ein 
Kind mit Down-Syndrom. Es ist eine mit einer geistigen Retardierung einhergehende, 
genetische Erkrankung des Menschen. Die DSCR umfasst 20 Gene und wurde definiert 
durch die Genanalyse von sehr seltenen Patienten mit partieller Trisomie 21 (Delabar et 
al., 1993). Transgene Mäuse, die ein 1.8 Mb großes Fragment aus der menschlichen 
DSCR zusätzlich exprimierten, zeigten verschiedene abnorme Verhaltensweisen und 
Lerndefizite (Smith et al., 1997). Die alleinige Überexpression von DYRK1A in 
transgenen Mäusen führt schon zu Lerndefiziten und neuroentwicklungs-spezifischen 
Veränderungen (Altafaj et al., 2001). Darüber hinaus besitzen heterozygote Knockout-
Mäuse (DYRK1A +/-) eine abnormale Morphologie des Gehirns. Der homozygote 
Knockout des DYRK1A-Gens führt zu embryonaler Letalität der Mäuse (Fotaki et al., 
2002). In Drosophila melanogaster führt eine reduzierte Expression des DYRK1A-
Orthologs MNB (minibrain) zu einer signifikanten Reduktion von Neuronen in 
bestimmten Bereichen des Gehirns. Diese Reduktion geht mit Verhaltensstörungen der 
Fliegen einher (Tejedor et al., 1995). Diese Ergebnisse belegen eine wichtige 
Beteiligung von DYRK1A an der Entwicklung des zentralen Nervensystems und führen 
zu der Vermutung, dass ein DYRK-Hemmstoff eine neue Therapieoption zur 
Behandlung des Down-Syndroms darstellen kann. Zwei mögliche Hemmstoffe wurde 
jüngst von Kim und Mitarbeitern vorgestellt (Kim et al., 2006) 
Die Funktion von DYRK1A auf molekularer Ebene ist bis heute nicht vollständig 
bekannt. In den letzten Jahren sind jedoch einige Interaktionspartner der Proteinkinase 
identifiziert worden. Die bindenden Proteine und Substrate sind in Tabelle 1.2 
zusammengefasst. Einige der aufgeführten Proteine sind Transkriptionsfaktoren 
(CREB, FKHR, GLI1, STAT3, Arip4 und NFAT), deren Aktivität auf unterschiedliche 
Weise durch DYRK1A gesteigert wird. 
CREB1 (cAMP response element binding protein) ist ein für neuronale Entwicklung  und 
Differenzierung wichtiger Transkriptionsfaktor (Lonze und Ginty, 2002). CREB wird 
durch DYRK1A in H19-7 Zellen phosphoryliert und damit die CREB-abhängige 
1.3 DIE INTERAKTIONSPARTNER VON DYRK1A
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Promotoraktivität gesteigert. Darüber hinaus führt die DYRK1A-Aktivierung zu einer 
Differenzierung dieser Hippocampus-Vorläufer-Zellen (Yang et al., 2001). 
Tabelle 1.2: Interaktionspartner und Substrate von DYRK1A 
Substrat/  
Bindungspartner 
Phospho- 
rylierung 
Interaktion1 Effekt Referenz 
14-3-3 - Y2H, Co-IP 
Stimuliert die Aktivität von  
DYRK1A 
Kim et al., 2004 
Alvarez et al., 2006 
Arip4 in vivo Y2H, RNAi 
Stimulation der duch  
Steroidhormone regulierten 
Transkription 
Sitz et al., 2004 
CREB1 in vivo2 Y2H, Co-IP 
Stimulation der 
Transkription3 
Yang et al., 2001 
 
Dynamin in vitro 
Pulldown- 
Assay 
Regulation von Protein/ 
Proteininteraktion 
Cheng-Hwang et al., 
2002 
E1A - 
Pulldown- 
Assay 
E1A stimuliert die Aktivität 
von DYRK1A 
Zhang et al., 2001 
eIF2B-ε in vitro Y2H 
Priming-Phosphorylierung 
für GSK3 
Woods et al., 2001b 
FKHR in vitro Co-IP 
Stimulation des Kernexports3,  
Stimulation der Transkription3 
Woods et al., 2001a 
von Groote- 
Bidlingmaier et al., 2003 
GLI1 in vitro 
Reporter gen 
assay 
Stimulation der 
Transkription4 
Mao et al., 2002 
HIP-1 - 
Pulldown- 
Assay 
Regulation der pro- 
apoptotischen Aktivität 
Kang et al., 2005 
NFAT in vivo Co-IP, RNAi Stimulation des Kernexports 
Gwack et al., 2006 
Arron et al., 2006 
PAHX-AP1 - Y2H, Co-IP 
Translokation von DYRK1A 
vom Nucleus zum 
Cytoplasma 
Bescond und Rahmani, 
2005 
SF3B1 
in vitro 
in vivo2 
cDNA- 
Expressions- 
Bibiliothek 
Screening 
Zentrale Rolle im Spleißprozess,  
Bestandteil des  
Multiproteinkomplexes SF3B 
de Graaf et al., 2006 
STAT3 in vivo2 Y2H 
Stimulation der 
Transkription 
Matsuo et al., 2001 
Wiechmann et al., 2003 
Tau in vitro Y2H 
Priming-Phosphorylierung 
für GSK3 
Woods et al., 2001b 
1 Co-IP, Koimmunpräzipitation; Y2H, Yeast-two hybrid screen 
2 Kotransfektion von DYRK1A verursacht verstärkte Phosphorylierung 
3 Verstärkte Kernlokalisation einer Punktmutante des in vitro durch DYRK1A phosphorylierten 
Serins 
4 Kotransfektion von DYRK1A verursacht erhöhte Aktivität in Reporter-Gen-Assays 
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Nach Woods und Rena (2002) wird der Transkriptionsfaktor FKHR (forkhead in 
rhabdomyosarcoma) durch vielfältige Phosphorylierung reguliert. Dabei phosphoryliert 
DYRK1A FKHR in vitro an Serin 329, einer in vivo-Phosphorylierungsstelle, die in 
verwandten Proteinen (FKHR-L1 und AFX) konserviert ist (Woods et al., 2001). Darüber 
hinaus konnte nachgewiesen werden, dass DYRK1A einen positiven Effekt auf die 
FKHR-abhängige Promoteraktivität hat (Von Groote-Bidlingmaier et al., 2003). 
Der Transkriptionsfaktor GLI1 (glioma associated oncogene 1) wird über den 
Hedgehog-Signalweg reguliert, der die gewebsspezifische Zellteilung während der 
Embryogenese kontrolliert (Villavicencio et al., 2000). Durch Überexpression von 
katalytisch aktiver DYRK1A kommt es zu einer Anreicherung des Transkriptionsfaktors 
im Kern und dadurch zu einer erhöhten GLI1-abhängigen Promoteraktivität. Zusätzlich 
kann DYRK1A die Promoteraktivität auf direktem Wege steigern (Mao et al., 2002). 
STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) ist Mitglied einer Familie von 
Transkriptionsfaktoren, die durch Cytokine des IL-6-Typs reguliert werden (Heinrich et 
al., 2003). Bei der Untersuchung von STAT3-Knockout-Mäusen wurde eine deutlich 
verkürzte Lebensdauer festgestellt, die auf eine wichtige Funktion in der Embryogenese 
schließen lässt (Levy und Lee, 2002). DYRK1A phosphoryliert STAT3 an Serin-727 
(Matsuo et al., 2001; Wiechmann et al., 2003). Es gibt außerdem Hinweise für eine 
transaktivierende Funktion der Serin-727-Phosphorylierung (Schuringa et al., 2000; Xu 
et al., 2003). Ob DYRK1A tatsächlich in vivo diesen Rest phosphoryliert, ist noch Ziel 
von weiteren Untersuchungen. 
Mittel eines Yeast-Two Hybrid Screens konnte die interaktion zwischen DYRK1A und 
Arip4 (androgen receptor-interacting protein 4) im Nucleus nachgewiesen werden (Sitz 
et al., 2004). Beide Proteine wirken aktivierend auf die Androgen-Rezeptor und 
Glukokortikoid-Rezeptor vermittelte Transaktivation, gemeinsam wirken DYRK1A und 
Arip4 synergistisch. 
Im Rahmen eines Drosophila-RNAi-Screenings konnte NFAT (nuclear factor of 
activated T-cells) als Interaktionspartner von DYRK1A identifiziert werden (Gwack et al., 
2006). Die NFAT-Familie besteht aus vier Transkriptionsfaktoren (NFAT1-4) und ist 
essentiell für die Entwicklung von Vertebraten. Die Aktivierung der NFATs durch 
Dephosphorylierung wird durch Calcineurin vermittelt, zur Inaktivierung werden NFATs 
durch spezifische NFAT-Kinasen wie CK1 (casein kinase 1) oder GSK3 (glycogen 
synthase kinase 3) phosphoryliert. DYRK1A (wie auch DYRK2) verhindern die 
Dephosphorylierung von NFAT1 durch direkte Phosphorylierung der regulatorischen 
Domäne. Der erhöhten Phosphorylierung und damit Inaktivierung von NFAT aufgrund 
der zusätzlichen Kopie des DYRK1A-Gens bei der Trisomie 21 wird eine wesentliche 
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Rolle für den Phänotyp des Down-Syndroms zugeschrieben (Arron et al., 2006; de la 
Luna und Estevill 2006). 
 
Neben diesen im Kern lokalisierten Interaktionspartnern wurden auch im Zytoplasma 
lokalisierte Proteine als in vitro Substrate von DYRK1A identifiziert. Dazu gehören 
eIF2Bε und Tau, die in vitro neben DYRK1A auch von anderen zytoplasmatisch 
lokalisierten DYRK-Familien-Angehörigen (DYRK2 und DYRK3) phosphoryliert werden 
(Woods et al., 2001), sowie Dynamin (Chen-Hwang et al., 2002).  
Kim und Mitarbeiter konnten 2004 zeigen, dass das Binden des Proteins 14-3-3 an den 
N-Terminus von DYRK1A die Kinaseaktivität dosisabhängig steigern konnte (Kim et al., 
2004). 
Das im Zytoplasma vorkommende Huntington-interacting protein (HIP-1) ist ein 
proapoptotischer Mediator und spielt eine Rolle in der Pathogenese des Morbus 
Huntington. DYRK1A bindet und phosphoryliert HIP-1 während der neuronalen 
Differenzierung von hippocampalen Zellen (Kang et al., 2005). Dabei wurde HIP-1 
durch DYRK1A je nach Stimulus entweder aktiviert oder inaktiviert. 
PAHX-AP1 (phytanoyl-CoA alpha-hydroxylase-associated protein 1), ein Genprodukt, 
das im Rahmen des Morbus Refsum entsteht, interagiert mit dem C-Terminus von 
DYRK1A (Bescond und Rahmani, 2005). Dabei konnte gezeigt werden, dass sich 
DYRK1A durch die Anwesenheit von PAHX-AP1 vom Nucleus in das Zytosol bewegt, 
wo es mit PAHX-AP1 kolokalisiert vorliegt.  
 
Trotz der identifizierten Interaktionspartner ist die molekulare Funktion von DYRK1A 
noch lange nicht hinreichend bekannt. Eine intensive Suche nach weiteren Substraten 
wird dabei helfen, die Rolle von DYRK1A in Zellprozessen näher aufzuklären. 
Im Jahre 2001 erhielt R. Timothy Hunt (UK) für die Entdeckung der Cycline und deren 
zentrale Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus zusammen mit Leland H. Hartwell (USA) 
und Paul M. Nurse (UK – Entdeckung der cyclin-dependent kinases, CDKs) den Nobel-
Preis für Medizin. Der Name Cyclin leitet sich aus der von der Phase des Zellzyklus 
abhängigen unterschiedlichen Expression der Proteine ab. So sind die bekannten 
Cycline wie Cyclin E, Cyclin D, Cyclin A und Cyclin B an der Regulation des Zellzyklus 
beteiligt. Eine weitere Gruppe von Cyclinen übt eine Funktion im Bereich der 
Transkription aus (Knockaert et al., 2002). Der in Abb. 1.3 gezeigte Stammbaum 
ausgewählter Cycline teilt sich in zwei Hauptäste auf, welche die unterschiedlichen 
1.4 CYCLINE
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Funktionen der Cycline widerspiegeln. Der eine Ast bildet die Gruppe der den Zellzyklus 
direkt beeinflussenden Cycline (Cyclin A1, Cyclin B1, Cyclin D1 und Cyclin E1). Der 
andere Hauptast zeigt Cycline, die an Transkriptioninitiation und –Elongation beteiligt 
sind (Cyclin H, Cyclin K, Cyclin T1/T2). 
 
 
Abb. 1.3: Stammbaum ausgewählter Mitglieder der Cyclin-Familie 
Das Dendrogramm wurde mit Hilfe des Programms ClusTree erstellt und der Dissertationsschrift von 
Katrin de Graaf (2004a) entnommen. 
Mittels Festphasen-Phosphorylierung einer cDNA-Expressionsbibliothek wurden 
mehrere in vitro-Substrate der Proteinkinase DYRK1A identifiziert (de Graaf, 2004a). 
Unter den identifizierten Substraten befand sich auch Cyclin L2, ein damals nicht näher 
beschriebenes Protein mit bislang unbekannter Funktion. Es ist aus zwei 
charakteristischen Domänen aufgebaut: einer Cyclindomäne und einer Arginin-Serin-
reichen Domäne (RS-Domäne). Diese ungewöhnliche Kombination der beiden 
Domänen ist im Menschen nur bei dem sehr nah verwandten Protein Cyclin L1 zu 
finden (Dickinson et al., 2002). Aufgrund der entfernt verwandten orthologen Proteine 
mit vergleichbarer Struktur (als Beispiel Arabidopsis thaliana und Drosophila 
melanogaster; Berke et al., 2001) ist davon auszugehen, dass diese Domänenstruktur 
für die Funktion des Proteins wichtig ist.  
1.5 CYCLIN L2 
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Cyclin L1 und Cyclin L2 konnten mittels Sequenzvergleich der Gruppe der 
Transkriptionsinitiation und –Elongation beteiligten Cycline zugeordnet werden (Abb. 
1.3). Die in Cyclin L1 und Cyclin L2 zusätzlich zur Cyclin-Domäne vorkommende RS-
Domäne ist in vielen Spleißfaktoren zu finden. Dabei werden die Proteine mit RS-
Domänen in zwei Klassen eingeteilt: Die SR-Proteine sind essentielle Spleißfaktoren, 
die neben der RS-Domäne mindestens ein RNA-Erkennungsmotiv besitzen. Die RS-
Domäne hat in diesem Zusammenhang mehrere Funktionen: Sie dient als 
Spleißaktivator vieler, aber nicht aller Substrate (Zhu und Krainer, 2000), dient mit Hilfe 
von Transportin-SR, einem Mitglied der Importin-β-Familie, als Nuclear Targeting Signal 
(Kataoka et al., 1999) und wurde als notwendiges und hinreichendes 
Lokalisationssignal für Nuclear Speckles in vielen SR-Proteinen identifiziert (Li und 
Bingham, 1991; Hedley et al., 1995; Caceres et al., 1997).  
Die zweite Klasse der SR-verwandten Polypeptide (SRrP) weist statt eines RNA-
Erkennungsmotivs andere, variable Struktur-Charakteristika auf (Fu, 1995). Beispiele 
von Proteinen, die dieser zweiten Klasse angehören, sind die RNA-Helicase, die neben 
der RS-Domäne eine putative DEHA-Box besitzt (Ono et al., 1994) und die 
Proteinkinase CLK/STY, die das RS-Motiv mit einer Kinasedomäne kombiniert 
(Johnson und Smith, 1991). Cyclin L2 kann, wie Cyclin L1, bei fehlendem RNA-
Erkennungsmotiv dieser Gruppe der SR-verwandten Proteine zugeordnet werden. Viele 
der SR-verwandten Proteine sind in Spleißprozessen beteiligt. So ist zum Beispiel der 
bekannte Spleißregulator hTra2α (Dauwalder et al., 1996) Mitglied der Familie der SR-
verwandten Polypeptide. Andere scheinen eher Funktionen in Transkription und RNA-
Prozessierung zu erfüllen (Blencowe et al., 1999). In der Arbeit von Hirose und Manley 
(2000) wird eine funktionelle Verknüpfung von Transkription, Transkript-Prozessierung 
und Transkript-Spleißen in einem übergeordneten Komplex dargestellt. Somit ist 
durchaus denkbar, dass Cyclin L1 und Cyclin L2 sowohl für Transkriptions- als auch für 
Spleißprozesse oder bei der Koordinierung beider Prozesse eine funktionelle 
Bedeutung haben.  
 
RS-Domänen besitzen überdies die Funktion von Protein-Protein-Interaktionsdomänen 
und vermitteln die Interaktion von Spleißfaktoren untereinander (Graveley, 2000). Es 
konnte sogar gezeigt werden, dass die RS-Domänen einiger Proteine gegenseitig 
austauschbar sind, ohne dass die Funktion der Proteine beeinflusst wird (Wang et al., 
1998b). In der Arbeit von Katrin de Graaf (2004a) konnte in Pulldown-Experimenten 
gezeigt werden, dass Cyclin L2 mit dem Spleißfaktor SF2 interagiert. Dabei fehlte dem 
  EINLEITUNG 
  11 
  
genutzten Konstrukt des Cyclin L2 ein großer Teil der Cyclindomäne. Somit ist es 
wahrscheinlich, dass diese Interaktion von der RS-Domäne vermittelt wird. 
Darüberhinaus sind SR-Proteine ein Hauptbestandteil der Nuclear Speckles: Irregulär 
geformte, im Kern befindliche Kompartimente, in denen sich Proteine zur Pre-mRNA-
Prozessierung befinden (Fut et al., 1990). Da das Spleißen zwar im Zellkern, jedoch 
nicht innerhalb der Nuclear Speckles stattfindet, gelten die Nuclear Speckles als Ort der 
Bereitstellung, Modifikation und Lagerung von Spleißfaktoren (Lamond und Spector, 
2003). Dabei sind viele der Komponenten der Nuclear Speckles hochgradig mobil 
(Kruhlak et al., 2000; Phair und Mistelli, 2000; Fang et al., 2004).   
 
Das Cyclin L2 zugehörige, menschliche Gen CCNL2, umfasst 12 kb und kodiert für drei 
Spleißvarianten (T1-T3; de Graaf, 2004a; Abb. 1.4). Diese exprimieren zwei 
unterschiedliche Proteine. Das komplette Protein Cyclin L2 wird durch die 
Spleißvariante T2 exprimiert. Es enthält sowohl die Cyclin- wie auch die RS-Domäne. 
Die verkürzte Version des Proteins Cyclin L2s wird durch die Transkripte T1 und T3 
kodiert. In diesem Protein fehlen die RS-Domäne sowie ein Teil der Cyclin-Domäne.  
Das Cyclin L1 kodierende Gen (CCNL1) kodiert für zwei Spleißvarianten (T1´und T2´), 
wobei das große Transkript T1´ für ein kurzes Protein vergleichbar mit Cyclin L2s und 
das kurze Trannskript T2´ für das komplette Protein Cyclin L1 kodiert (de Graaf, 2004a). 
Die beiden Proteinformen von Cyclin L2, und damit auch die Transkriptformen, werden 
in verschiedenen menschlichen Geweben unterschiedlich stark exprimiert. So werden 
Transkripte von Cyclin L2s in den meisten Geweben stärker exprimiert als Transkripte 
der kompletten Variante. Nur im menschlichen Hoden und im Skelettmuskel sind 
vergleichbare Mengen beider Transkriptformen enthalten. Dagegen ist die Expression 
von CCNL1-Transkripten beider Proteinvarianten in den meisten Geweben annähernd 
gleich (Dickinson et al., 2002; de Graaf, 2004a).  
Bei Vergleich der Proteinstrukturen zwischen Cyclin L1 und Cyclin L2 fällt auf, dass die 
Cyclin-Domänen zu 84 % identische Aminosäuren beinhalten (Abb. 1.5). Die RS-
Domänen stimmen hingegen nur zu 45 % der Aminosäuren überein. Diese geringe 
Übereinstimmung ist auch bei Vergleich zu anderen RS-reichen Spleißfaktoren zu 
finden. 
 
Die Expression von Cyclin L1-Transkripten wird durch verschiedene Stimuli wie 
Phorbolester (PMA) und Cycloheximid (CHX) reguliert (Sgambato et al., 2003). Es 
konnte jedoch bis heute noch kein Stimulus identifiziert werden, der die Expression von 
Cyclin L2 in ähnlichem Maße beeinflusst (de Graaf, 2004a). 
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T2
T1
T3
2.34/2.13 kb
4.28/4.07 kb
1.18 kb
AAUACA
AAUAAA
AAUAAA
AAUAAA
1 kb
AAUAAA
1 2 3 4 5 6a 6b 7 8 910 11
Gen 12.85 kb
E6a-5’ E6a-3’ E11
 
Abb. 1.4: Genomische Organisation von Cyclin L2 
Die Exons sind als schwarze Boxen dargestellt, das alternativ gespleißte Exon ist grau hinterlegt. Die 
drei Spleißvarianten (T1, T2 und T3) sind mit den jeweils errechneten Größen in kb angegeben. Stop-
Kodons, die das offene Leseraster unterbrechen, sind durch einen Stern markiert. Alternative 
Polyadenylierungs-Signale von T1/T2 befinden sich an der Position 2073 und 2284 der Sequenz des 
Cyclin L2 kodierenden Gens mit dem Datenbankeintrag AY037150. Das alternative 
Polyadenylierungs-Signal von T3 ist in einem EST mit der GenBankTM Zugangsnummer: BC016333 
an der Position 1173 zu finden.  
Diese Abbildung wurde in modifizierter Form der Dissertationsschrift von Katrin de Graaf (2004a) 
entnommen. 
Cyclin L2 wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Paul Hekerman am Institut für 
Pharmakologie und Toxikologie der RWTH-Aachen als Interaktionspartner der 
Proteinkinase DYRK1A identifiziert (1999). Es handelte sich um einen Partialklon der 
langen Spleißvariante, dem die Cyclindomäne fehlt. Somit wird offensichtlich die 
Interaktion mit der Kinase durch die RS-Domäne von Cyclin L2 vermittelt. Pulldown-
Experimente zeigten, dass die katalytische Domäne von DYRK1A ausreicht, um 
Cyclin L2 zu binden. Diese Interaktion wird jedoch deutlich gesteigert, wenn zusätzlich 
ein kurzer konservierter Abschnitt N-terminal der katalytischen Domäne enthalten ist, 
die DH-Box. Dieser Bereich enthält eine große Anzahl von sauren Aminosäuren und ist 
auch in anderen verwandten Kinasen vorhanden, die an der Regulation von 
Spleißprozessen beteiligt sind (CLK-Familie, PRP4; Becker und Joost, 1999).  
 
1.6 INTERAKTION DER PROTEINKINASE DYRK1A MIT CYCLIN L2 
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Abb. 1.5: Vergleich der Proteinsequenzen von Cyclin L1 und Cyclin L2 
A: Vergleich der Proteinsequenzen von Cyclin L1 und Cyclin L2. Die Proteinsequenzen wurden mit 
dem Programm BestFit verglichen. Die Cyclindomänen sind eingerahmt, das Peptid, das zur 
Immunisierung von Kaninchen verwendet wurde (Kap. 3.1.2), ist fett gedruckt. Die 
Phosphorylierungsstellen von Cyclin L2 durch DYRK1A sind unterstrichen. 
B: Schematische Darstellung der Proteindomänen von Cyclin L1 und Cyclin L2. Als RS-Domäne 
wurde der Bereich vom ersten RS-Dipeptid bis zum C-terminalen Ende der Proteine definiert. Die 
Sequenz-Übereinstimmung der Cyclindomänen (Cyc) und der RS-Domänen (RS) sind in Prozent an 
identischen Aminosäuren angegeben.  
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Mittels einer Festphasen-Phosphorylierung der Expressionsbibliothek konnte Cyclin L2 
als in vitro-Substrat identifiziert werden. Cyclin L2 liegt in vivo phosphoryliert vor. Dabei 
konnte überexprimierte DYRK1A in COS-7 Zellen die Menge an eingebautem Phosphat 
nicht nachweisbar steigern (de Graaf, 2004a). 
Cycline überführen die ihnen zugehörigen Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) von der 
inaktiven in die aktive Form und diese können dann deren Substrate phosphorylieren. 
So steuern die Cyclin-abhängigen Kinasen CDK 1 (Cyclin B), CDK 2 (Cyclin A und 
Cyclin E) sowie CDK 4 und CDK 6 (Cyclin D) den Zellzyklus (Abb. 1.6). 
Andere CDK übernehmen mit ihren jeweiligen Cyclinen Funktionen im Bereich der 
Transkriptionsinitiation und -Elongation. Cycline vom T-Typ (Cyclin T1, Cyclin T2a und 
Cyclin T2b) bilden mit der CDK 9 den Transkriptionsfaktor pTEFb, der durch 
Phosphorylierung der RNA-Polymerase II (C-terminale Domäne der großen 
Untereinheit) die Elongationsphase der Transkription aufrecht erhält (De Luca et al., 
2003). Cyclin K kann als Interaktionspartner von CDK 9 ebenfalls bei dieser 
Phosphorylierung mitwirken (Fu et al., 1999).  Cyclin H ist als Trimer mit CDK 7 und 
weiteren Komponenten Bestandteil des Transkriptionsfaktors TFIIH, der an der 
Transkriptions-Initiation und -Elongation beteiligt ist (Oelgeschläger et al., 2002).  
Für Cyclin L1 konnte eine Interaktion mit der Cyclin-abhängigen Kinase PITSLRE 
(Gensymbol CDC2L1) nachgewiesen werden (Berke et al., 2001; Dickinson et al., 
2002). Dieser CDK wird nach Trembley und Mitarbeitern (2002) sowie der 
Arbeitsgruppe um Hu (2003) eine Rolle in Signaltransduktions-Prozessen 
zugeschrieben, die die Transkription und/oder RNA-Prozessierung regulieren. 
Das Interesse an Inhibitoren für Protein-Kinasen generell (Cohen, 2002) gilt im 
speziellen auch für die Famile der Cyclin-abhängigen Kinasen: Für die CDK-Familie 
sind bereits zahlreiche Inhibitoren identifiziert worden, von denen einige bereits klinisch 
erprobt werden (Knockaert et al., 2002).  
1.7 CYCLIN-ABHÄNGIGE KINASEN
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Übergang von der Prophase in die Metaphase
Regulation der Topoisomerase 2
β-Amyloid-induzierte Apoptose
Übergang von G1- und S-Phase, S-Phase und G2-Phase
Duplikation des Zentrosom
Regulation der SP1-vermittelten Transkription
Apoptose in Thymozyten und Zellen des Mesangium
Apoptose verursacht durch DNA-Schädigungen
Übergang von der G1- in die S-Phase
Steuerung der G1-Phase
Durch Excitotoxin vermittelter Tod von neuronalen Zellen
Signalwirkung von Dopamin und Glutamat
Axon-Wachstum und Neuronen-Migration
Induktion von Acetylcholin-Rezeptoren
Apoptose
Verkehr zwischen Golgi-Apparat und Zellmembran
Insulin-Exozytose durch β-Zellen
Phototransduktion
Freisetzung von Neurotransmittern (VDCC)1
Differenzierung von Linsenzellen, Myogenese
Steuerung der G1-Phase
Steuerung des Todes von neuronalen Zellen
Aktivierung der CDK1 und CDK2
Basale Transkription (TFIIH)
Basale Transkription
Regulation CDK7-Cyclin H
Signaltransduktion
RNA-Transkription (P-TEFb)
HIV-Tat-abhängige Transkription
MyoD-vermittelte Differenzierung von Myozyten
RNA Prozessierung und Transkription
Apoptose
Signalwirkungen von Dopamin und Glutamat
1VDCC, Voltage-Dependent Ca2+ Channel
CDK1
CDK2
CDK3
CDK4
CDK5
CDK6
CDK7
CDK8
CDK9
CDK11 Cyclin L1
Cyclin T
Cyclin K
Cyclin C
Cyclin H
Cyclin D
P39, p29
P35, p25
Cyclin D
Cyclin E?
Cyclin E
Cyclin A
ringo
Cyclin B
 
 Abb. 1.6: Funktion von Cyclin-abhängigen Kinasen und deren zugehörigen Cyclinen 
Modifiziert nach Knockaert et al., 2002. Gezeigt sind ausgewählte Cyclin-abhängige Kinasen mit den 
jeweils interagierenden Cyclinen und deren Funktion. Unterstrichen sind Aufgaben im Bereich des 
Zellzyklus, fett gedruckt sind Transkriptionsaufgaben.   
1VDCC, Voltage-Dependent Ca2+ Channel 
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Das Verständnis um die Rolle von DYRK1A in der Zelle sowie in der Pathogenese 
verschiedener Erkrankungen ist trotz jahrelangen Untersuchungen immer noch Thema 
der aktuellen Forschung. Die Entdeckung der Interaktion zwischen DYRK1A und einem 
noch unbekannten Cyclin eröffnet neue Erklärungsmöglichkeiten der Funktion dieser 
Proteinkinase.  
Somit war es Ziel dieser Arbeit, das neu entdeckte Cyclin L2 zu charakterisieren sowie 
die Interaktion von DYRK1A und Cyclin L2 zu untersuchen. 
 
• Der Antikörper zur Detektion von Cyclin L2 sollte zunächst charakterisiert werden 
und, wenn möglich, sollte mittels Koimmunpräzipitation die aufgedeckte 
Interaktion zwischen DYRK1A und Cyclin L2 in vivo nachgewiesen werden. 
• Im Vergleich zwischen Cyclin L1 und Cyclin L2 sollte untersucht werden, ob 
Cyclin L2 wie Cyclin L1 mit der cyclinabhängigen Kinase PITSLRE interagiert. 
• Weiterhin sollte die subzelluläre Lokalisation von Cyclin L2 mit der von Cyclin L2s 
und Cyclin L1 verglichen werden.  
• Da neben der Lokalisation auch die Mobilität der Proteine deren 
Interaktionspotential und Funktionsweise charakterisiert, sollte die Mobilität der 
Proteine GFP-Cyclin L2 und GFP-Cyclin L1 mittels FRAP- und FLIP-Analysen an 
lebenden Zellen untersucht werden (FRAP = fluorescent recovery after 
photobleaching; FLIP = fluorescent loss in photobleaching).  
• Mittels domain swap-Technik sollten die für mögliche Mobilitätsunterschiede 
verantwortlichen Domänen identifiziert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.8 ZIELSETZUNG DER ARBEIT
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Zur Expression rekombinanter Fusionsproteine und zur Präparation von Plasmid-DNA 
wurde der E. coli-Stamm DH5α (Amersham Bioscience) eingesetzt. Dieser Wirtsstamm 
ist recA-negativ, was eine Rekombination verhindert, und endA1-negativ, so dass keine 
Endonuklease A gebildet wird. 
Acrylamid/Bis-Acrylamid 37.5:1 (2.6% C), Electrophoresis Purity Reagent 
(Fa. Biorad) 
Agar „Select-Agar“ (Fa. Sigma Chemical) 
Agarose (for gel electrophoresis of nucleic acids) „Seakem LE” (Fa. BMA) 
Ammoniumpersulfat (APS) ultra pure, (Fa. Gibco BRL) 
Ampicillin (Fa. Boehringer-Mannheim) 
Aprotinin (Fa. Sigma Chemical) 
Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V (Fa. Calbiochem) 
Polyoxyethylen(35)lauryläther (BRIJ 35) (Fa. Sigma Chemical)  
Bromphenolblau (Fa. LKB Bromma) 
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2 x 2 H2O) (Fa. Merck) 
Chloramphenicol (Fa. Sigma Chemical) 
Coomassie Brilliantblau R250 für die Elektrophorese (Fa. Biorad) 
p-Cumarinsäure (4-Hydroxy-Zimtsäure) (Fa. Sigma Chemical) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) zur Analyse (Fa. Merck) 
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 x 2 H2O), zur Analyse (Fa. Merck) 
DL-Dithiothreitol (DTT), electrophoresis grade (Fa. ICN Biomedicals) 
dNTP-Nukleotidmix [20 mM] (Amersham Pharmacia Biotech) 
Ethylendiamintetraessigsäure, Dinatriumsalz (EDTA) (Fa. Sigma Chemical) 
Essigsäure 96 %, reinst (Fa. Merck) 
Ethanol abs., zur Analyse, (Fa. Merck) 
Ethidiumbromid, 100 mg Tablets (Fa. ICN Biomedicals) 
Fluoromount G (Southern Biotechnology Associates) 
D-(+)-Glucose, wasserfrei, für biochemische Zwecke (Fa. Merck) 
2. MATERIAL UND METHODEN
2.1 MATERIAL 
2.1.1 BAKTERIENSTÄMME 
2.1.2 CHEMIKALIEN 
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6x Gel loading Buffer (Fa. GenSura) 
Glycin-Puffersubstanz für die Elektrophorese (Fa. Merck) 
Glycerin 87 % (Fa. Merck) 
Hefeextrakt, „Yeast extract powder“ (Fa. ICN Biomedicals) 
HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonsäure]), 99.5 % (Fa. Sigma 
Chemical) 
IGEPAL CA630 (entspricht NP-40) (Fa. ICN Biomedicals) 
Kaliumacetat, reinst, (Fa. Merck) 
Kaliumchlorid zur Analyse, (Fa. Merck) 
Kalium-Dihydrogenphosphat (KH2PO4), zur Analyse (Fa. Merck) 
Kanamycin (Fa. Sigma Chemical) 
Leupeptin (Fa. Sigma Chemical) 
Luminol (5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-Phthalazinedione; free acid) (Fa. Sigma 
Chemical) 
Magermilchpulver, (Fa. Applichem) 
Magnesiumacetat, z.A. (Fa. Merck) 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 x 7 H2O) (Fa. Merck) 
Magnesiumchlorid (MgCl2) zur Analyse (Fa. Merck) 
Methanol zur Synthese (Fa. Merck) 
β-Mercaptoethanol, (Fa. Merck) 
Natriumacetat-Trihydrat, reinst, Lebensmittelqualität (Fa. Merck) 
Natriumazid (NaN3) (Fa. Merck) 
Natriumchlorid (NaCl) zur Analyse (Fa. Merck) 
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Fa. Merck) 
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Fa. ICN Biomedicals) 
Neomycin „Geneticin G-418 Sulphate“ (Fa. Gibco BRL) 
Orange-G, Natriumsalz (Fa. Sigma Chemical) 
Paraformaldehyd (Fa. Sigma Chemical) 
Pepstatin A (Fa. Sigma Chemical) 
Pepton, „Select-Peptone 140“ (Fa. Gibco BRL) 
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) (Fa. Sigma Chemical) 
Polybrene (Hexadimethrinbromid) (Fa. Sigma Chemical) 
Polyvinylpyrrolidon (PVP) Wt 360 000 (Fa. Sigma Chemical) 
Ponceau-S, Dinatriumsalz (Fa. Sigma Chemical) 
Protein A-Sepharose CL-4B-Lösung 0.075 g/ml (Fa. Amersham Bioscience) 
Salzsäure, rauchend (Fa. Merck) 
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Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Fa. Sigma Chemical) 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Fa. Biorad) 
Triton X-100 for scintillation techniques, analytical Grade (Fa. ICN Biomedicals) 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base), ultra pure (Fa. ICN Biomedicals) 
Tween20 R NF (Polyoxyethylensorbitan) (Fa. ICN Biomedicals) 
Wasserstoffperoxid, 30 %ige [w/v] Lösung in Wasser (Fa. Sigma Chemical) 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Fa. Merck) 
Nukleotide (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) (Fa. Amersham Pharmacia Biotech) 
Blockinglösung: 3 % (w/v) BSA in TBST 
Blockinglösung zum Eindeckeln: 3 % (w/v) BSA in PBS 
Coomassie-Färbelösung: 0.3 g Coomassie-Brilliantblue R250 in 1.5 ml Methanol und 
30 ml Trichloressigsäure (TCA, 50 % w/v) filtrieren; ad 200 ml mit TCA (50 % w/v) 
Cumarinsäure-Stammlösung: 90 mM p-Cumarinsäure in DMSO 
ECL-Substratkomponente I: 1 ml Tris-HCl pH 8.5 [1 M]; 7 µl H2O2 [30 % v/v]; ad 10 ml 
mit Aqua bidest. 
ECL-Substratkomponente II: 1 ml Tris-HCl pH 8.5 [1 M]; 100 µl Luminol [250 mM]; 
44 µl p-Cumarinsäure [90 mM]; ad 10 ml mit Aqua bidest. 
1x Elektrodenpuffer: 25 mM Tris-Base; 250 mM Glycin für die Elektrophorese; 0.1 % 
SDS; in Aqua bidest. 
Immunpräzipitations-Waschpuffer: 20 mM Tris/HCl pH 7.5; 150 mM NaCl; 
10 mM NaF 
Immunpräzipitations-Waschpuffer (BRIJ): 20 mM Tris/HCl pH 7.5; 150 mM NaCl; 
10 mM NaF; 0.1 % (v/v) BRIJ 
Immunpräzipitations-Waschpuffer (NP-40): 20 mM HEPES pH 7.5; 150 mM NaCl; 
25 mM NaF; 2 mM Na4P2O7; 0,1 % (v/v) NP-40 
Kernextraktion-Lysispuffer: 10 mM Tris/HCl pH 6.8; 100 mM NaCl; 300 mM 
Saccharose; 3 mM MgCl2; 1,7 µg/ml Aprotinin; 10 µg/ml Leupeptin; 1 µg/ml Pepstatin 
Kernextraktion-Saccharosekissen: 1.8 M Saccharose; 10 mM Tris/HCl pH 7.5; 
10 mM NaCl; 3 mM MgCl2  
Kernextraktion-Digestionspuffer: 10 mM Tris/HCl pH 6.8; 50 mM NaCl; 300 mM 
Saccharose; 3 mM MgCl2; 0.5 % (w/v) Triton X-100; 1 mM PMSF; 5 µg/ml Leupeptin; 
3 µg/ml Pepstatin; 100 µg/ml RNase; 100 µg/ml DNase. 
LB-Medium: 10 g Pepton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; ad 1000 ml Aqua bidest. 
2x Lämmli-Sample-Buffer (LSB): 50 % (w/v) Glycerin; 16 % (w/v) SDS; 20 mM EDTA; 
500 mM Tris-HCl (pH 6.8); ad 45 ml Aqua bidest.; 0.2 % (w/v) Bromphenolblau; 0.4 % 
(w/v) SDS. 
2.1.3 HÄUFIG VERWENDETE MEDIEN UND PUFFER
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2x LSB/DTT: 60 mg DTT/ml 2x LSB. 
Luminol-Stammlösung: 250 mM Luminol in DMSO. 
Lysepuffer für Gesamtlysate (BRIJ): 20 mM Tris/HCl pH 7.5; 150 mM NaCl; 10 mM 
NaF; 1 mM EDTA; 0.5 % (v/v) BRIJ; 1 mM PMSF; 1 mM Na3VO4; 1 µg/ml Pepstatin; 
10 µg/ml Leupeptin; 1.7 µg/ml Aprotinin. 
Lysepuffer für Gesamtlysate (NP-40): 20 mM HEPES pH 7.5; 150 mM NaCl; 25 mM 
NaF; 2 mM EDTA; 2 mM Na4P2O7; 1 % (v/v) NP-40; 1 mM PMSF; 1 mM Na3VO4; 
1 µg/ml Pepstatin; 10 µg/ml Leupeptin; 1.7 µg/ml Aprotinin. 
Oberer Gelpuffer: 500 mM Tris; 0.4 % SDS; pH 6.8 
PBS-Puffer (pH 7.4): 140 mM NaCl; 3 mM KCl; 8 mM Na2HPO4; 1.8 mM KH2PO4 
Paraformaldehyd-Lösung: 3 % Paraformaldehyd in PBS (frisch ansetzen) 
Ponceau-S-Färbelösung: 0.25 g Ponceau-S; 40 ml Methanol; 15 ml Essigsäure 
(96 %); 45 ml Aqua bidest; filtrieren 
Protein A-Sepharose: 150 mM NaCl; 90 mM HEPES pH 7.5; 75 mg Protein A-
Sepharose; ad 1 ml mit Aqua bidest 
Sammelgel: 520 µl Oberer Gelpuffer; 260 µl 30 % Acrylamid/Bis-Acrylamid; 1.22 ml 
Aqua bidest; 4 µl APS-Lösung [50 % (w/v)]; 2 µl TEMED 
SDS-Lysepuffer: 20 mM Tris/HCl pH 7.5, 1 % (w/v) SDS 
SDS-Immunpräzipitations-Waschpuffer: 20 mM Tris/HCl pH 7.5; 150 mM NaCl; 
0.2 mM PMSF; 0.1 % (v/v) Triton X-100 
SDS-Immunpräzipitationspuffer: 40 mM Tris/HCl pH 7.5; 300 mM NaCl; 0.4 mM 
PMSF; 1 % (v/v) Triton X-100 
Strip-Puffer: 5 ml 10xTBS; 10 ml SDS (10 %); 348 µl β-Mercaptoethanol; 35 ml Aqua 
bidest 
1x TAE-Puffer (pH 8.0): 40 mM Tris-Acetat; 1 mM EDTA 
1x TBS-Puffer (pH 7.5): 50 mM Tris Base; 150 mM NaCl; pH 7.5 
1x TBST-Puffer (pH 7.5): 0.1 % (v/v) Tween-20 in 1xTBS-Puffer 
TE-Puffer (pH 8.0): 10 mM Tris-Base; 1 mM EDTA; pH auf 8.0 
Transferpuffer mit SDS: 25 mM Tris-HCl; 192 mM Glycin für die Elektrophorese; 20 % 
(v/v) Methanol; 0.1 % (w/v) SDS 
Trenngel (8 %): 1.56 ml Unterer Gelpuffer; 8 % Acrylamid/Bis-Acrylamid 37.5:1 
(2.6 %C); 2.84 ml Aqua bidest.; 12 µl APS-Lösung [50 % (w/v)]; 6 µl TEMED 
Trenngel (10 %): 1.56 ml Unterer Gelpuffer; 10 % Acrylamid/Bis-Acrylamid 37.5:1 
(2.6 %C); 2.44 ml Aqua bidest.; 12 µl APS-Lösung [50 % (w/v)]; 6 µl TEMED 
Unterer Gelpuffer: 1.5 M Tris; 0.4 % SDS; pH 8.8 
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Molekularbiologische Methoden wie Ethanolfällung, Restriktionsverdau und das 
Auffüllen überhängender Enden wurden nach Molecular cloning: a laboratory manual 
(Sambrook et al., 1989) durchgeführt. Nukleinsäuren wurden mit Restriktionsenzymen 
der Firmen Amersham Pharmacia Biotech, Promega, MBI Fermentas und New England 
Biolabs nach Herstellerangaben verdaut. Beim diagnostischen Verdau von Plasmid-
DNA, die nach der Rapid-Boiling Methode (Holmes et al., 1981) isoliert wurde, wurden 
133 ng RNase A pro µl Restriktionsansatz zugesetzt. 
Kulturmedien, Puffer und Pipettenspitzen wurden durch Autoklavierung (20 min bei 
121 °C) sterilisiert. Bei hitzeempfindlichen Substanzen wurde die Lösung durch einen 
0.2 µm-Filter sterilfiltriert. Glasgerätschaften wie Erlenmeyer-Kolben und Pipetten 
wurden durch fünfstündige Inkubation in einem Heizschrank bei 200 °C von Keimen 
und Enzymen befreit. 
Kompetente E. coli Zellen standen im Labor zur Verfügung (Hanahan, 1983). 100 µl 
kompetenter Zellen wurden mit der Plasmid-DNA 30 min auf Eis inkubiert, einem 90-
sekündigen Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt und mit 500 µl LB-Medium 
(antibiotikumfrei) versetzt. Diese Suspension wurde 60 min bei 37 °C inkubiert und 
danach vorsichtig abzentrifugiert. 500 µl Überstand wurden entfernt und das Pellet in 
den restlichen 100 µl resuspendiert. Die so gewonnene Suspension wurde auf LB-Amp-
Platten (LB-Agar mit 100 µg/ml Ampicillin), LB-Kan-Platten (LB-Agar mit 30 µg/ml 
Kanamycin) oder LB-Cam-Platten (LB-Agar mit 0,375 µg/ml Chloramphenicol) 
ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C. Sollte die DNA später mit der ABI-
Methode sequenziert werden, wurde sie mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit for 
small scale preparations (Fa. Roche Diagnostics) präpariert. Für Experimente, bei 
denen größere Mengen Plasmid-DNA (20-500 µg) benötigt wurden, erfolgte die 
Präparation mittels des Maxi-Präparationskits (Fa. Qiagen). Die Konzentration der DNA 
wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm photometrisch bestimmt. 
TOPO TA Cloning 
War die oben beschriebene Transformationsmethode erfolglos, so wurde die 
Transformation mittels des TOPO TA Cloning-Kits (Fa. Invitrogen) durchgeführt. Alle 
Transformations- und Kontrollschritte wurden nach Handbuch (Version O) ausgeführt. 
2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE GRUNDTECHNIKEN
2.2.1 STERILISIERUNG 
2.2.2 CHEMISCHE TRANSFORMATION VON E. COLI - ZELLEN UND ISOLIERUNG VON 
PLASMID-DNA  
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Die Auftrennung von PCR-Produkten sowie durch Restriktionsverdau entstandener 
DNA-Fragmenten erfolgte mit 0,6 – 1,6 % (w/v) Agarosegelen in TAE-Puffer, denen 
0,5 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt wurde. Den Proben wurde das 0,2-fache Volumen 
Orange-G-Gelloading Buffer zugesetzt und bei 8 V/cm aufgetrennt. Als 
Größenstandards dienten die Fragmente der 1 kb-Ladder bzw. der 100 bp-Ladder (Fa. 
MBI Fermentas). 
Nach einer elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten über Agarosegele 
wurden erwünschte Fragmente unter UV-Licht-Kontrolle ausgeschnitten. Die DNA 
wurde dann mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen) nach Angaben des 
Herstellers extrahiert. Zur Elution wurden üblicherweise 30 µl Aqua bidest verwendet. 
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Volumen von 10 µl nach dem 
Protokoll der T4 DNA Ligase (Fa. Fermentas): 2 µl 10xLigationspuffer; 2 µl 50 % PEG 
4000 (nur bei blunt ends); 2u/4u T4 DNA Ligase (sticky ends/blunt ends). Dieser Ansatz 
wurde über Nacht bei 16 °C inkubiert und anschließend in kompetente E. coli-Zellen 
transformiert. 
Die Methode der PCR wurde angewendet, um ein neues Konstrukt zu klonieren oder zu 
sequenzieren. Je nach Ansatz wurden zum Klonieren mindestens 10 – 20 ng cDNA 
oder Plasmid-DNA sowie 50 pmol jedes spezifischen Primers eingesetzt. Die Reaktion 
wurde mit 0.5 - 1.0 U Taq-Polymerase (Fa. Roche Diagnostics) oder, bei schwer 
amplifizierbaren Transkripten, mit 1 U JumpStart REDAccuTaqTM Polymerase (Fa. 
Sigma Chemicals) und 0.2 mM jedes Nukleotids (Fa. Roche Diagnostics) durchgeführt. 
Wenn nicht gesondert angegeben, wurden die PCRs unter folgenden Standard-
Bedingungen durchgeführt: Nach Denaturierung der DNA von 5 min bei 95 °C erfolgten 
35 Zyklen von Denaturierung, Annealing und Synthese für jeweils 30 Sekunden. 
Anschließend wurde ein letzter Syntheseschritt von 5 min durchgeführt. Die Annealing-
Temperatur wurde anhand der Tm-Werte der Primer errechnet (3 °C unter Tm) oder 
gegebenenfalls für ein Primer-Paar experimentell ermittelt. Die verwendeten Primer sind 
in Tab. 2.1 aufgelistet. Die Reaktionen wurden üblicherweise im Primus Thermocycler 
96plus (Fa. MWG Biotech, Ebersberg) durchgeführt. 
 
2.2.3 AGAROSEGELELEKTROPHORESE ZUR DNA-ANALYSE
2.2.4 EXTRAKTION DER DNA AUS AGAROSEGELEN
2.2.5 LIGATION VON DNA-FRAGMENTEN
2.2.6 POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)
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Tabelle 2.1: Primer zur Klonierung von Säugerkonstrukten 
Primer 1 Sequenz 5´?3´ 2 Konstruktname 
CCNL2-GFPfor (KdGGFP-A6for) 
TTAATCCGGAATGGCGGCG 
GCGGCGGCGGCGGCTGGT 
(Kpn2I) 
Cyclin L2s 
CCNL2-E6rev (KdGE6-rev) CTGCACCAAAGCGCTTGG Cyclin L2s 
CCNL1-for (KdGCycL-f) 
TACCA^AGCTTTCGCTAAGACTAT
GGCGTC 
(HindIII) 
Cyclin L1 
CCNL1-rev (KdGCycL-r) 
AGAAGTCGACCTGCA^GGCTCAAA
GGAAGAC 
(PstI) 
Cyclin L1 
1 Um die Darstellung dieser Arbeit zu vereinfachen, wurden den Primern und Konstrukten funktionelle 
Namen gegeben. In Klammern sind die Labor-internen Bezeichnungen angegeben. 
2 Fett gedruckte Buchstaben markieren Basen, die in der endogenen Sequenz nicht enthalten sind, 
sondern aus klonierungstechnischen Gründen eingefügt wurden. Unterstreichungen markieren 
Erkennungs-Sequenzen für die in Klammern angegebenen Restriktionsenzyme. 
Die Sequenzierung wurde mit Hilfe des DNA Sequencing Kit (Fa. Applied Biosystems) 
durchgeführt. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte mit Hilfe einer Kappillar-
Elektrophorese im Sequenziergerät Abi Prism „310 Genetic Analyzer“ (Fa. Applied 
Biosystems). Die automatische Darstellung der Basensequenz wurde ebenfalls mit 
diesem Gerät erstellt. 
 
Tabelle 2.2: Primer zur Sequenzierung 
Primer1 Sequenz 5´?3´ Verwendung 
pEGFP-C1 for CATGGTCCTGCTGGAGTTCG Cyclin L1, Cyclin L2s 
pEGFP-C1 rev GTGGTATGGCTGATTATGATCAG Cyclin L1, Cyclin L2s 
CCNL1-701 (OSCyclin_L1_701) CAAGTCTTAGAATGTGAACG Cyclin L1 
1 Um die Darstellung dieser Arbeit zu vereinfachen, wurden den Primern und Konstrukten funktionelle 
Namen gegeben. In Klammern sind die Labor-internen Bezeichnungen angegeben. 
Zur Expression von Proteinen in Säugerzellen wurde das Vektor-System pEGFP-C1 
(GenBank™ Zugangsnummer: U55763. Fa. Clontech, Heidelberg) genutzt. Die cDNAs 
der in dieser Arbeit klonierten Proteine wurden in die Multiple Cloning Site (MCS) des 
2.2.7 SEQUENZIERUNG VON PLASMID-DNA
2.3 KLONIERUNG DER SÄUGER-EXPRESSIONSKONSTRUKTE 
2.3.1 DAS EXPRESSIONSSYSTEM 
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Vektors eingefügt, so dass sie einen N-terminalen GFP-Tag (Green Fluorescent Protein 
aus der Qualle Aequorea victoria) besitzen. 
Dieses Konstrukt dient der Expression des kompletten offenen Leserasters (AS 1 bis 
526)  von Cyclin L1 in Säugerzellen. Die cDNA (AF180920: bp 44 – 1658) wurde mit 
den Primern CCNL1-for und CCNL1-rev aus einer menschlichen Hoden-cDNA 
amplifiziert und mit Hilfe der darin eingebauten Schnittstellen HindIII und PstI in die 
multiple cloning site (MCS) des Vektors pEGFP-C1 kloniert. Als Translationsstartpunkt 
für das Fusionsprotein dient das Start-Methionin des GFP. 
 
Abb. 2.1: Konstruktion von pEGFP-Cyclin L1 
Die Sequenz von Cyclin-L1 ist fettgedruckt, die unterstrichenen Sequenzen stellen die Schnittstellen 
der Restriktionsendonucleasen dar. Das Start-Methionin von Cyclin-L1 ist doppelt unterstrichen, das 
Stoppkodon mit einem Stern (*) markiert.  
Dieses Konstrukt wurde mir freundlicherweise von Katrin de Graaf aus meiner 
Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt. Es exprimiert das komplette offene Leseraster 
(AS 1 – 520) von Cyclin L2 (GenBank™ Zugangsnummer: AY037150) in Fusion mit 
GFP. Angaben zu seiner Konstruktion können der Dissertation von Katrin de Graaf 
entnommen werden. 
2.3.2 KLONIERUNG DES PEGFP-CYCLIN L1-KONSTRUKTES
2.3.3 KLONIERUNG DES PEGFP-CYCLIN L2-KONSTRUKTES
       HindIII 
          | 
TCTCGAGCTCA^AGCTT        TCGCTAAGACTATGGCGTCC... 
S  R  A  Q   A  F          A  K  T  M  A  S 
pEGFP-C1, GFP  ?        ? AF180920, bp 44-... 
 
                                       PstI 
                                         | 
...CACAGGCGCTGACTTTGTCTTCCTTTGAGC        CTGCA^GTCGAC 
   H  R  R  *   
                  ...-bp 1658  ?         ? pEGFP-C1 
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Durch Herausschneiden der für das GFP kodierenden cDNA mit den Restriktions-
Endonukleasen KpnI und BspEI entstand das Konstrukt pΔGFP-Cyclin L2. Durch das 
Klenow-Enzym wurden stumpfe Enden hergestellt und wieder ligiert. Als Startpunkt der 
Translation fungierte das endogene Start-Methionin von Cyclin L2. 
Das Konstrukt exprimiert in Säugerzellen die AS 1 bis 227 (komplettes offenes 
Leseraster) von Cyclin L2s in C-terminaler Fusion mit GFP. Die cDNA wurde mit den 
Primern CCNL2-GFPfor und CCNL2-E6rev aus einer menschlichen Hoden-cDNA 
amplifiziert. Die Schnittstellen für Kpn2I (Isoschizomer von BspMII) in der multiple 
cloning site (MCS) von pEGFP-C1 und dem Primer CCNL2-GFPfor dienten zur N-
terminalen Fusion. Die MCS wurde mit Hilfe der Schnittstelle für SmaI zu einem blunt 
end geschnitten, an den der C-terminale Abschnitt von Cyclin L2s ohne 
Restriktionsverdau ligiert wurde. Somit ist Cyclin L2s  gerichtet in die MCS des Vektors 
pEGFP-C1 eingefügt. 
Abb. 2.2: Konstruktion von pEGFP-Cyclin L2s 
Die Sequenz von Cyclin-L2s ist fettgedruckt, die unterstrichenen Sequenzen stellen die Schnittstellen 
der Restriktionsendonucleasen dar. Das Start-Methionin von Cyclin-L2s ist doppelt unterstrichen, das 
Stoppkodon mit einem Stern (*) markiert.  
 
2.3.4 KLONIERUNG DES PΔGFP-CYCLIN L2-KONSTRUKTES
2.3.5 KLONIERUNG DES PEGFP-CYCLIN L2S-KONSTRUKTES 
       Kpn2I            
         |                
...TACAGGT^CCGGA         ATGGCGGCGGCGGCG... 
   Y  K  S   G           M  A  A  A  A 
pEGFP-C1, GFP ?         ? AY037150, bp 7-... 
 
                                                   SmaI (blunt end) 
                                                    | 
...CAGACCTCATGGGTAGCCTCTGAGGGTAAGTGA...TTGGTGCAG    CCC^GGGATCCACCGGA 
   Q  T  S  W  V  A  S  E  G  K  *      
...-bp 666   ?? sechs         ?                   ? pEGFP-C1 
            ? ? CyclinL2s- 
        ? ?     spezifische AS                                   
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Diese Konstrukte wurde mir freundlicherweise von Katrin de Graaf zur Verfügung 
gestellt. PEGFP-Cyclin L1/L2 exprimiert das komplette Protein Cyclin L1 unter 
Austausch der RS-Domäne mit derjenigen von Cyclin L2. PEGFP-Cyclin L2/L1 
exprimiert somit das komplette Protein Cyclin L2, wobei die RS-Domäne von Cyclin L2 
mit der von Cyclin L1 ausgetauscht wurde. Beide Proteine sind zur Live-Cell-Imaging-
Untersuchung mit GFP markiert. 
Die Expressionsklone GFP-DYRK1A, GFP-DYRK1B, GFP-DYRK2, GFP-DYRK3 
(Becker et al., 1998), und GFP-DYRK1A-K188R (Wiechmann et al., 2003) sind unter 
der angegebenen Literatur beschrieben. 
Das Konstrukt pEGFP-CLK3 wurde mir freundlicherweise von Katrin de Graaf aus 
meiner Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt. Es exprimiert die AS 33 bis 490 von CLK3 
in Fusion mit einem N-terminalen GFP-Tag. Angaben zur Konstruktion können ebenfalls 
der Dissertationsschrift von Katrin de Graaf entnommen werden. 
COS-7-Zellen (Kat. Nr.: CRL-1651) wurden von der American Type Culture Collection 
bezogen. Die Phoenixzellen sind modifizierte 293T-Zellen und wurden uns 
freundlicherweise von Andreas Barthel (Klinik für Endokrinologie, Universitätsklinikum 
der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf) zur Verfügung gestellt. Die HepG2-Zellen 
erhielten wir freundlicherweise von Johannes Bode (Klinik für Gastroenterologie, 
Hepatologie und Infektiologie, Universitätsklinikum der Heinrich-Heine-Universität 
Düsseldorf).  
Tabelle 2.3: Verwendete Zelllinien 
Zelltyp Gewebe Organismus 
COS-7 Niere Affe 
Phoenix 293T (embryonale Niere) Mensch 
HepG2 Leber (Hepatom) Mensch 
 
 
2.3.6 KLONIERUNG DER KONSTRUKTE PEGFP-CYCLIN L1/L2 UND PEGFP-
CYCLIN L2/L1 
2.3.7 ANDERE VERWENDETE KONSTRUKTE
2.4 SÄUGERZELLEN UND IHRE KULTIVIERUNG 
2.4.1 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN SÄUGERZELLLINIEN 
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DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and L-Glutamine (Fa. PAA 
Laboratories: E15-843) 
DMEM/NUT MIX F12 With Glutamax-I (1:1) and Pyridoxine (Fa. Gibco BRL 31331-028) 
Fetal Calf Serum (FCS) Virus screened (Fa. PAA Laboratories) 
Trypsin-EDTA Solution (10 x) (Fa. Gibco BRL) 
Penicillin/Streptomycin Solution (Fa. Invitrogen) 
Die in dieser Arbeit beschriebenen adhärent wachsenden Säugerzellen wurden in einer 
wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit einem Gasgemisch aus 5 % CO2 und 95 % 
Luft bei 37 °C kultiviert. Die Zellen wurden in 80 cm2-Kulturflaschen (”Nunclon™-
Surface“, Fa. Nunc) mit 10 ml Kulturmedium gehalten. Das Medium wurde montags, 
mittwochs und freitags erneuert. 
Kulturmedium für COS-7 und Phoenix™ Zellen: Basismedium DMEM (1x) High 
Glucose mit Sodium Pyruvate and L-Glutamine mit 10 % FCS und 1 % 
Penicillin/Streptomycin. 
Kulturmedium für HepG2-Zellen: Basismedium DMEM/NUT. MIX F12 mit Glutamax-I 
(1:1) and Pyridoxine mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin. 
Die in Kultur befindlichen Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz passagiert, d.h. 
subkultiviert, um eine Kontaktinhibition zu vermeiden. Zur Passagierung wurden die 
Zellen zunächst mit 10 ml PBS gewaschen und pro 80 cm2-Kulturflasche mit 1 ml 
Trypsin/EDTA für 5 min (COS7, Phoenix™) bzw. 15 min (HEP-G2) bei 37 °C inkubiert. 
Die ausreichende Ablösung der Zellen und deren Vereinzelung wurde unter dem 
Mikroskop (Fa. Nikon Instruments Company) bei 100-facher Vergrößerung kontrolliert. 
Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 10 ml Kulturmedium gestoppt, die Zellen 
gründlich resuspendiert und je nach gewünschter Verdünnung ein Teil der 
Zellsuspension auf neue Kulturgefäße für die fortlaufende Kultur oder zur 
Kryokonservierung verteilt. Sollten Versuche in Petrischalen stattfinden, wurde vor der 
Kultivierung die Zellzahl eines Aliquots in einer Neubauer-Kammer (Fa. Engelbrecht) 
bestimmt. 
 
 
 
2.4.2 LÖSUNGEN FÜR DIE ZELLKULTUR
2.4.3 MEDIEN UND ALLGEMEINE KULTURBEDINGUNGEN
2.4.4 SUBKULTIVIERUNG 
  MATERIAL UND METHODEN 
  28 
  
Einfrieren 
Zur Aufrechterhaltung möglichst gleicher Versuchsbedingungen wurden Zellen niedriger 
Passagenzahl eingefroren. In 80 cm²-Kulturflaschen wurde 24 h vor der Konservierung 
das Medium gewechselt. Nach Waschen mit 1 ml PBS wurden die Zellen durch 1 ml 
Trypsin/EDTA von der Oberfläche abgelöst und in 8 ml Kulturmedium resuspendiert. 
Nach Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension in ein 15 ml-Röhrchen 
überführt und 4 min bei 1000 rpm und RT in einer Zentrifuge pelletiert. Der Überstand 
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 2 ml FCS mit 10 % (v/v) DMSO aufgenommen 
und resuspendiert. Je 1 ml der Zellsuspension wurden in Kryoröhrchen ohne Berührung 
des Gefäßrands pipettiert. Die Zellen wurden in einem mit Isopropanol gefüllten 
Einfrierbehälter (Freezing Container, Fa. Nalgene) bei -80 °C einer 
Temperaturabnahme von 1 °C/min ausgesetzt und am nächsten Tag in flüssigen 
Stickstoff überführt. 
Auftauen 
Ein dem flüssigen Stickstoff entnommenes Kryoröhrchen wurde zum Schutz vor 
Kontaminationen mit Parafilm umklebt und die Zellen unter leichtem Schwenken im 
37 °C Wasserbad aufgetaut. Anschließend wurden sie in ein 15 ml-Röhrchen überführt, 
in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und 4 min bei 1000 rpm in einer Tischzentrifuge 
pelletiert. Die Zellen wurden in 10 ml frischem Kulturmedium in einer 80 cm²-
Kulturflasche ausgesät. 
Etwa 1 h vor Beginn der Transfektion erhielten die Zellen frisches Kulturmedium. Zur 
transienten Transfektion wurde ausschließlich das nichtliposomale 
Transfektionsreagenz ”FuGENE™6 Transfection Reagent“ (Fa. Roche Diagnostics) 
benutzt. Zunächst wurde eine DNA-Suspension hergestellt, bei der Ψ µg DNA mit 
20 x Ψ µl serumfreien Medium (SFM) versetzt wurden. Dann wurde ein FuGENE-Mix 
hergestellt, bei dem 3 x Ψ µl FuGENE™6 in 100 x Ψ µl SFM gelöst wurden. Nach 
Zugabe der DNA-Suspension in den entsprechenden FuGENE-Mix wurde durch 
Anschnippen des Eppendorf-Reaktionsgefäß vorsichtig gemischt, bei RT 15 min 
inkubiert und anschließend vorsichtig direkt in das Kulturmedium der Petrischale mit 
den Zellen geträufelt. 
 
2.4.5 KRYOKONSERVIERUNG
2.5 VERFAHREN ZUR TRANSFEKTION VON SÄUGERZELLEN 
2.5.1 TRANSIENTE TRANSFEKTION MIT DEM FUGENE™6 TRANSFECTION 
REAGENT 
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Tabelle 2.4: Transiente Transfektion mit FuGENE™6 zur späteren Lyse 
DNA Serumfreies Medium FuGENE™6 Transfection Reagent Serumfreies Medium 
Ψ µg 20 x Ψ µl 3 x Ψ µl 100 x Ψ µl 
 
War nicht eine Lyse, sondern das Einbetten der Zellen zur Betrachtung unter dem 
konfokalen Lasermikroskop geplant, so wurde die Menge von Fugene™6 relativ zur 
DNA-Menge vom Faktor drei auf den Faktor 5 erhöht. 
 
Tabelle 2.5: Transiente Transfektion mit FuGENE™6 zum späteren Mikroskopieren 
DNA Serumfreies Medium FuGENE™6 Transfection Reagent Serumfreies Medium 
Ψ µg 20 x Ψ µl 5 x Ψ µl 168 x Ψ µl 
 
Die bei -80 °C gelagerten Mausorgane wurden in flüssigen Stickstoff überführt und nach 
Gewichtsbestimmung mit einem Hammer zertrümmert. Pro Gramm Gewebe wurde 2 ml 
eiskalter Kernextraktion-Lysispuffer dazugegeben und im 5 ml Potter (Fa. B. Braun 
biotech) bei 2000 rpm mit 10 Hüben gepottert. Das so homogenisierte Gewebe wurde in 
ein 50 ml Röhrchen befüllt und bei 2000 rpm und 4 °C für 10 min im Ausschwingrotor 
(JS-13.1-Rotor, Fa. Beckmann) abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 4 ml 
Kernextrations-Lysispuffer vorsichtig resuspendiert. Sechs Ultrazentrifugenröhrchen 
wurden mit 9 ml eiskalten Kernextraktions-Saccharosekissen befüllt, zu denen jeweils 
666 µl des gelösten Pellets gegeben wurden. Im vorgekühlten SW-40-Rotor wurden die 
Röhrchen bei 4 °C und 23000 rpm 30 min zentrifugiert (SW-40TI-Rotor, Fa. Beckmann). 
Nach der vorsichtigen Abnahme des Überstandes wurden die Pellets in 600 µl 
Kernextraktions-Lysispuffer aufgenommen und jeweils zwei resuspendierte Pellets in 
ein Eppendorf-Reaktionsgefäß vereinigt. Diese wurden dann 1 min bei +4 °C und 
14000 rpm abzentrifugiert, die entstandenen Pellets in Digestionspuffer gelöst und bei   
-80 °C eingefroren. 
Dazu wurden Säugerzellen in 6 cm - Petrischalen herangezogen und zum gewünschten 
Zeitpunkt nach folgendem Schema lysiert: Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen 1 x 
mit 4 °C kalten PBS gewaschen und schließlich in 200 µl Lysepuffer für Gesamtlysate 
abgerubbert. Die Zellsuspension wurde in Mikroreagenzgefäße überführt und 2 x für 
jeweils 30 sec. mit Ultraschall unter Kühlung behandelt (Sonifier 450, Fa. Branson 
2.6 ISOLATION VON PROTEINEN AUS SÄUGERZELLEN 
2.6.1 KERNEXTRAKTION 
2.6.2 GESAMTLYSATE („NATIVE LYSE“)
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Ultrasonics). Zelltrümmer wurden durch eine Zentrifugation (5 min bei 10000 rpm und 
4 °C) abgetrennt. Der Überstand wurde abgenommen und bei -80 °C gelagert. 
Dazu wurden Säugerzellen in 6 cm - Petrischalen herangezogen und zum gewünschten 
Zeitpunkt nach folgendem Schema lysiert: Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen 1 x 
mit 4 °C kalten PBS gewaschen und schließlich mit 200 µl kochendem SDS-Lysepuffer 
abgerubbert. Die Zellsuspension wurde in Mikroreagenzgefäße überführt, 5 min im 
Wasserbad gekocht und 2 x für jeweils 30 sec mit Ultraschall behandelt (Sonifier 450, 
Fa. Branson Ultrasonics). Zelltrümmer wurden durch eine Zentrifugation (5 min bei 
10000 rpm) abgetrennt. Der Überstand wurde abgenommen und bei -80 °C gelagert. 
Die Proteinmengenbestimmung wurde mit Hilfe des „BCA Protein Assay“ (Fa. Pierce) 
durchgeführt und mittels eines Lambda E Lesegeräts photometrisch in einer 
Mikrotiterplatte (Fa. MWG-Biotech) ausgelesen. 
Die zu untersuchenden Proteine wurden zunächst in einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Das SDS-Polyacrylamid-Gel 
setzt sich aus einem Trenngel (pH 8.8) und einem darüberliegenden Sammelgel 
(pH 6.8) zusammen und wird von zwei parallelen Glasplatten in Form gehalten. Die 
Proben wurden in Gegenwart von 0.5 x LSB/DTT 5 min bei 96 °C denaturiert, auf Eis 
abgekühlt, kurz abzentrifugiert und anschließend in die Geltaschen pipettiert. Der 
Gellauf erfolgte in 1 x Elektrodenpuffer bei 10 mA (Sammelgel) bzw. 20 mA (Trenngel) 
bis zum Herauslaufen der blau gefärbten Front. Der Transfer aufgetrennter Proteine aus 
dem SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (Protran, Fa. Schleicher 
& Schuell) erfolgte im Tankblot-Verfahren (Tankblot TE 22 Mighty Small™ Transphor, 
Fa. Hoefer Scientific Instruments). Die Nitrocellulose wurde in Transferpuffer für 3 min 
äquilibriert. Die Transfereinheit (von Kathode zu Anode) wurde wie folgt 
zusammengebaut: ein mit Transferpuffer gesättigtes Filterpapier (Nr. 382461, Fa. 
Schleicher & Schuell), das Gel, die blasenfrei aufgelegte Membran und ein weiteres 
Filterpapier. Geblottet wurde in der mit Transferpuffer gefüllten Apparatur unter 
Wasserkühlung bei 200 mA für 2 h. Die transferierten Proteine wurden für 3-5 min in 
Ponceau-S-Lösung angefärbt und die Laufhöhe der Standardproteine mit einem 
2.6.3 SDS-LYSE 
2.6.4 PROTEINMENGENBESTIMMUNG
2.7 WESTERN BLOT UND IMMUNCHEMISCHE DETEKTION SPEZIFISCHER 
PROTEINE 
2.7.1 WESTERN BLOT 
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schwarzen Kugelschreiber angezeichnet. Die in Ponceau S gefärbte 
Nitrocellulosemembran wurde durch 10 minütiges Schütteln in TBST entfärbt. Zum 
Absättigen unspezifischer AK-Bindungsstellen wurde die Membran für 1 h bei RT in 
Blockinglösung geschüttelt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem primären 
Antikörper in der in 2.7.2 angegebenen Verdünnung in TBST 5 % BSA und 0.02 % 
NaN3 bei 4 °C auf dem Schüttler über Nacht. Zur Entfernung überschüssigen 
Antiserums wurde die Membran viermal je 10 min bei RT in TBST auf dem Schüttler 
gewaschen. Nun folgte für 45 min auf dem Schüttler bei RT die Inkubation mit dem 
sekundären Antikörper in einer Verdünnung von 1:5000 in 5 % (w/v) Magermilchpulver 
in TBST. Der Nachweis spezifischer Proteine in den Zelllysaten oder Kernextrakten 
wurde mittels Peroxidase-vermittelter Chemilumineszenz (ECL) geführt. Über die durch 
die Peroxidase-Aktivität ausgelöste Chemilumineszenz wurden die Signale durch 
Exposition auf einen Röntgenfilm oder durch die Kamera des LAS-3000 (Fa. Fujifilm) 
dargestellt. Eine Inkubation von 60 sec. in der Detektionslösung (eine frisch hergestellte 
Mischung aus den ECL-Substratkomponenten I und II) startete die 
Chemilumineszenzreaktion, und die Membran wurde je nach Intensität des Signals über 
einen Zeitraum von einigen Sekunden bis zu mehreren Minuten exponiert (Hyperfilm™ 
MP, Fa. Amersham Pharmacia Biotech). 
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Tabelle 2.6: Verzeichnis der verwendeten primären Antikörper 
Antikörper Antigen Konzentration1 Herkunft Firma/Labor 
mαGFP2 Grün fluoreszierendes 
Protein (GFP) 
1:5000 
Maus, monoklonal 
(IgG) 
MBL 
pαGFP Grün fluoreszierendes 
Protein (GFP) 
1:5000 
Kaninchen, 
polyklonal 
(Serum) 
Molecular 
Probes 
αCycL1 Cyclin L1 1:1000 Kaninchen, 
polyklonal 
Oncogene 
αCycL2 Cyclin L2 1:250 Kaninchen, 
polyklonal 
BioScience3 
αPITSLRE PITSLREp110 (C-17) 1:200 Kaninchen, 
polyklonal 
Santa Cruz 
Biotechnology 
mαDYRK1A DYRK1A  
(Epitop: AS 588-746) 
1:250 
Maus, monoklonal 
(IgG) 
Transduction 
Lab 
pαDYRK1A-Co DYRK1A - Ziege, polyklonal, 
affinitätsgereinigt 
Prof. Cohen, 
Dundee, 
Schottland 
pαDYRK1A-CT DYRK1A (C-Terminus) - Kaninchen, 
polyklonal 
Bioscience4 
αSC-35 SC-35 - Maus, monoklonal 
(IgG) 
Sigma-Aldrich 
1Konzentration in 3 % BSA/TBST für Western blot-Analyse als primären Antikörper. 
2Zur Vereinfachung werden Antikörper mit dem Kürzel α für „anti“ versehen. Das vorangestellte m 
(bzw. p) steht für „monoklonal“ (bzw. „polyklonal“). 
3Durch die Immunisierung von Kaninchen mit dem Peptid PYKGSEIRGSRK, welches den 
Aminosäuren 437 bis 448 im C-Terminus von Cyclin L2 entspricht (Abb. 3.5), wurde ein Antiserum 
hergestellt, das spezifisch die lange Form von Cyclin L2 detektiert. Diese Aminosäurenabfolge zeigt 
weder eine signifikante Sequenzähnlichkeit mit Cyclin L1 noch mit RS-Domänen anderer Proteine. 
Der Antikörper wurde durch Adsorption an das immunogene Peptid Affinitäts-gereinigt. 
4Als Immunisierungspeptid diente das C-terminale Ende von DYRK1A 
 
 
 
 
 
 
 
2.7.2 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ANTIKÖRPER
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Tabelle 2.7: Verzeichnis der verwendeten sekundären Antikörper 
Antikörper Antigen Konzentration Herkunft Detektion Firma 
αMouse-POD Maus-IgG 1:50001 (IgG/IgM) ECL Pierce 
αRabbit-POD Kaninchen-
IgG 
1:50001 (IgG) ECL Pierce 
αGoat-POD Ziegen-IgG 1:50001 (IgG) ECL Pierce 
αMouse_AR Maus 1:1002 (IgG) Alexa-Red-
gekoppelt 
Molecular 
Probes 
1Konzentration in 5 % Magermilch/TBST für Western blot-Analyse als Peroxidase-gekoppelter 
sekundärer Antikörper. 
2Konzentration für Immunfluoreszenzuntersuchungen  
Native Immunpräzipitation 
Im Anschluss an eine native Lyse wurden Immunpräzipitationen mit dem kompletten 
Lysat einer Kulturschale (6 cm Durchmesser) durchgeführt. Dieses wurde mit 1 – 4 µl 
primären Antikörper (Tabelle 2.6) versetzt und 1 h auf Eis inkubiert. Anschließend 
wurde der Immunkomplex mit 30 µl Protein-A-Sepharose über Nacht auf einem 
Überkopfschüttler bei 4 °C gefällt. Nach einer einminütigen Zentrifugation in einer 
gekühlten Zentrifuge (14 000 rpm) wurde der Überstand verworfen und die Sepharose 
zweimal mit kaltem Immunpräzipitations-Waschpuffer mit BRIJ oder NP-40 und zweimal 
mit Immunpräzipitations-Waschpuffer ohne BRIJ oder NP-40 gewaschen. Danach 
wurde der Überstand möglichst vollständig abgehoben und die verbleibende Sepharose 
mit den gebundenen Proteinen in 2 x LSB/DTT für 5 min bei 96 °C inkubiert. Nach 
kurzem Abzentrifugieren wurde der Überstand auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen. 
SDS-Immunpräzipitation 
Nach einer denaturierenden Zelllyse wurde das gesamte Lysat (500 μl) einer 
Kulturplatte (6 cm Durchmesser) zur Präzipitation eingesetzt. In einem 15 ml-Sarstedt-
Röhrchen wurde das Lysat mit bidestilliertem Wasser auf 2 ml aufgefüllt und mit 2 ml 
SDS-Immunpräzipitationspuffer und 2-4 µl polyklonalem GFP-Antiserum (Fa. Molecular 
Probes) versetzt. Nach einer einstündigen Inkubation auf Eis wurden 30 µl Protein-A-
Sepharose zugesetzt und der Ansatz über Nacht bei 4 °C in einem Überkopfschüttler 
rotiert. Die Sepharose wurde am nächsten Tag abzentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Anschließend wurde die Sepharose zweimal mit SDS-Immunpräzipitations-
Waschpuffer mit 0.1 % Triton X-100 und zweimal mit Immunpräzipitations-Waschpuffer 
ohne Triton X-100 gewaschen. Danach wurde der Überstand möglichst vollständig 
entfernt, und die immungefällten Proteine wurden durch Inkubation bei 96 °C in 
Laemmli-Probenpuffer von der Sepharose eluiert. 
2.7.3 IMMUNPRÄZIPITATION 
  MATERIAL UND METHODEN 
  34 
  
Im Anschluss an einen Western blot-Immunnachweis mit Peroxidase-vermittelter 
Chemilumineszenz konnte die Bindung zwischen Protein und Antikörper gelöst werden, 
indem die Membran 20 min lang unter leichtem Schütteln im Wasserbad bei 55 °C in 
Strip-Puffer inkubiert wurde. Anschließend wurde die Membran zweimal für je 15 min in 
TBST-Puffer bei RT gewaschen und zuletzt für 1 h bei RT in TBST mit 3 % BSA erneut 
geblockt. 
Die im Folgenden aufgeführten Versuche wurden mit freundlicher Unterstützung des 
Instituts für Biochemie am Universitätsklinikum der RWTH-Aachen durchgeführt. 
Besonderer Dank geht an Gerhard Müller-Newen und Andreas Herrmann für die zur 
Verfügungsstellung und Einarbeitung in das Laser-scanning-Mikroskop LSM 510 (Fa. 
Carl Zeiss). 
Vom Laser generiertes Licht definierter Wellenlänge gelangt ins Scanning-Modul und 
wird über zwei galvanometrische Scanspiegel als beugungsbegrenzter Lichtpunkt durch 
das Objektiv sequentiell auf das Präparat fokussiert ("Scannen" der Probe). Aus der 
Fokusebene emittiertes Licht gelangt über den Scanner zu verschiedenen Farbteilern, 
wo die Fluoreszenzemission wellenlängenspezifisch diskriminiert und pixelweise auf die 
Detektoren (Photomultiplier) verteilt wird. Über den Metadetektor der Firma Zeiss kann 
der gewünschte Wellenlängenbereich der zu detektierenden Photonen zusätzlich 
eingeschränkt werden. Bei der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie tragen neben 
dem emittierten Licht aus der Fokusebene alle Photonen, die ober- und unterhalb der 
fokalen Ebene emittiert werden, zur Bildentstehung bei. Diese unerwünschte 
Fluoreszenz hat in der Regel eine reduzierte Auflösung der Bildinformation zur Folge. 
Beim konfokalen Lasermikroskop ermöglicht eine variable Lochblende (das sogenannte 
pinhole) die ausschließliche Detektion von Licht aus der fokalen Ebene, während alle 
Photonen, die nicht aus dieser Ebene stammen, wirkungsvoll ausgeblendet werden, 
was eine hochauflösende Schichtabbildung der Probe erlaubt.  
Zur Untersuchung der Proteinverteilung wurden Zellen mit FuGENE™6 in einer 24-Well 
Platte (Fa. Nunc) auf 12 mm durchmessenden Deckgläsern transient transfiziert und 
nach Transfektionskontrolle unter dem Fluoreszenzmikroskop zwei Tage nach 
2.7.4 ENTFERNUNG VON SPEZIFISCH GEBUNDENEN ANTIKÖRPERN („STRIPPEN“)
2.8 UNTERSUCHUNG AM KONFOKALEN LASERMIKROSKOP
2.8.1 FUNKTIONSWEISE DES KONFOKALEN LASERMIKROSKOPS 
2.8.2 DARSTELLUNG VON MARKIERTEN PROTEINEN IN DER ZELLE 
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Transfektion eingebettet. Dazu wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und 
danach in frischem 3 %igem Paraformaldehyd in PBS 20 min bei Raumtemperatur 
fixiert. Nach zweimaligem fünfminütigen Waschen in kaltem PBS wurden die Zellen zur 
Permeabilisierung in 0.2 %igen Triton in PBS 10 min inkubiert. Wieder wurden die 
Zellen drei mal 5 min mit kaltem PBS gewaschen, um sie anschließend in frischer 
Blockinglösung zum Eindeckeln für 20 min bei Raumtemperatur zu blocken. Die Zugabe 
des primären Antikörpers (αSC35, 1:100) in Blockinglösung zum Eindeckeln erfolgte mit 
20 µl pro Well, wobei dazu die Deckgläser mit der Zellschicht voran vorsichtig auf die 
Antikörperlösung gelegt und in einer feuchten Kammer für 1 h bei 37 °C inkubiert 
wurden. Nach dem anschließenden Waschschritt (dreimal mit kaltem PBS) wurden die 
Zellen abermals in frischer Blockinglösung zum Eindeckeln 10 min bei Raumtemperatur 
geblockt. Der sekundäre Antikörper (αMouse_AR, Alexa Red gekoppelt) wurde nach 
kurzer Abzentrifugation 1:100 in Blockinglösung zum Eindeckeln mit 200 µl pro Well 1 h 
bei 37 °C in dunkler Umgebung inkubiert. Nach viermaligem Waschen in kaltem PBS 
wurden die Deckgläser getrocknet und mit einem Tropfen Fluoromount G blasenfrei mit 
den Zellen voran auf einen Objektträger gelegt. Nach 24 h in dunkler Umgebung wurde 
das Deckglas mit etwas transparentem Nagellack auf dem Objektträger fixiert und 
abgedichtet. Zur Detektion des GFP-tag wurde mit einer Wellenlänge von λ = 488 nm 
des Argon-Lasers angeregt und über einen Filter von λ = 505-550 nm aufgenommen. 
Für die Kolokalisationsstudien mit Alexa-Red wurde mit λ = 543 nm angeregt und im 
Bereich von λ = 573-638 nm detektiert. Zur vereinfachten Detektion wurde der 
Metadetektor der Firma Zeiss genutzt. 
Zur Lokalisation der GFP-Fusionsproteine wurden lebende COS-7 Zellen auf 18 mm 
Deckgläschen ausgesät. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen in einer 
auf 37 °C vorgewärmten Perfusionskammer platziert und mit entsprechendem 
Kulturmedium versorgt. Für die Aufnahmen wurde das 63 x Objektiv (wasserkorrigierte 
Immersionslinse) verwendet. Die Schichtdicke betrug 1 µm. Der GFP-tag wurde mit 
einer Wellenlänge λ = 488 nm des Argon-Lasers angeregt. Die emittierte Strahlung 
wurde durch einen Filter von λ = 505-550 nm für GFP aufgenommen. 
Bei FRAP-Experimenten wurden die Zellen wie oben beschrieben vorbehandelt. Das 
Bleichen erfolgte durch kurzzeitige Bestrahlung ausgewählter Regionen (ROI=region of 
2.8.3 LIVE CELL IMAGING 
2.8.4 FRAP (FLUORESCENT RECOVERY AFTER PHOTOBLEACHING) 
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interest) mit maximaler Laserintensität (100 %, λ = 488 nm, 100 Wiederholungen im 
ROI). Die konfokale Schichtdicke betrug 1 µm.  
Für FLIP-Analysen wurden die Zellen ebenfalls wie in Punkt 2.8.3 beschrieben 
vorbereitet. Im Falle des FLIP wurde im Gegensatz zu FRAP-Experimenten nicht nur 
ein Bleichimpuls verwendet, sondern die ausgewählte Region kontinuierlich geblichen. 
In Intervallen wurden die Aufnahmen gemacht. Die Anregung erfolgte mit λ = 488 nm 
bei 100 % Laserintensität. Die Schichtdicke betrug 1 µm.  
Die Datenbank-Recherchen wurden mit Hilfe der HUSAR-Software des Deutschen 
Krebsforschungszentrums Heidelberg (http://genome.dkfz-heidelberg.de/) durchgeführt. 
Dabei wurden folgende Programme verwendet: Prosite (Bairoch, 1992), BestFit 
(Needleman und Wunsch, 1970; Smith und Waterman, 1981), BlastP2 (Altschul et al., 
1997), ClustAl (Thompson et al., 1994; Higgins et al., 1992), Clustree (Saitou und Nei, 
1987), Peptide Sort und Translate (DKFZ, Heildelberg). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.8.5 FLIP (FLUORESCENT LOSS IN PHOTOBLEACHING)
2.9 VERWENDETE COMPUTERPROGRAMME ZUR DATENBANKRECHERCHE
  ERGEBNISSE 
  37 
  
 
Zur Charakterisierung der Interaktion von DYRK1A und Cyclin L2 sowie zur 
Untersuchung der Lokalisation der analysierten Proteine innerhalb der Zelle sollten 
Versuche mit überexprimierten Proteinen in Zellkulturen durchgeführt werden. Die dafür 
benötigten Expressionskonstrukte und die zur Detektion wie auch Immunfällung nötigen 
Antikörper mussten mit wenigen Ausnahmen neu kloniert bzw. geprüft werden.     
Für die folgenden funktionellen Untersuchungen stand ein Expressionskonstrukt für 
GFP-Cyclin L2 bereits zur Verfügung (de Graaf, 2004a). 
Ein Vektor zur Expression der kurzen Spleißvariante Cyclin L2s wurde per PCR aus 
einer menschlichen Hoden-cDNA amplifiziert. Die hierdurch gewonnene cDNA wurde 
mittels Sequenzierung auf Fehler untersucht und anschließend in die Multiple Cloning 
Site von pEGFP-C1 integriert (Kap. 2.3.5). 
Zur Expression von Cyclin L1 wurde aus einer menschlichen Hoden-cDNA mittels PCR 
die Cyclin L1-cDNA amplifiziert und durch Sequenzanalyse verifiziert. Anschließend 
konnte die cDNA mittels Restriktionsedonukleasen in den Expressionsvektor 
pEGFP-C1 integriert werden (Kap.2.3.2). 
Um Cyclin L2 ohne den N-terminalen GFP-tag zu untersuchen, wurde unter Belassen 
des Vektors pEGFP-C1 die für GFP kodierende cDNA mit Hilfe von 
Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten.  
Nachweis von GFP-Cyclin L1 
Zum Nachweis von pEGFP-Cyclin L1 wurde aufgrund eines fehlenden, adäquat 
funktionierenden Antikörpers auf den Nachweis des GFP-tags zurückgegriffen. Hierzu 
wurde der monoklonale Antikörper gegen das grün-fluoreszierende Protein (GFP) 
mαGFP der Firma MBL verwendet. Abb. 3.1A zeigt den Nachweis von in COS-7 Zellen 
mit dem Konstrukt pEGFP-Cyclin L1 überexprimierten GFP-Cyclin L1. 
 
 
3. ERGEBNISSE 
3.1 EXPRESSIONSKONSTRUKTE UND ANTIKÖRPER FÜR CYCLIN L1 UND 
CYCLIN L2 
3.1.1 EXPRESSIONSKONSTRUKTE
3.1.2 NACHWEIS DER PROTEINE IM WESTERN BLOT
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Nachweis von Cyclin L2 und GFP-Cyclin L2 
Nachdem Cyclin L2 mittels Festphasen-Phosphorylierung einer cDNA 
Expressionsbibliothek als mögliches Substrat von DYRK1A gefunden und als neues, 
unbekanntes Protein mittels Datenbankanalyse identifiziert wurde, konnte ein Antiserum 
hergestellt werden, um das Protein in vitro nachzuweisen. Da zwischen Cyclin L1 und 
Cyclin L2 eine Homologie von 62 % (gemessen am kompletten Protein) vorliegt, wurde 
nicht das komplette Protein zur Immunisierung des Kaninchens verwendet, sondern ein 
Peptid synthetisiert, dass mit den Aminosäuren 437 bis 448 im C-Terminus von 
Cyclin L2 übereinstimmt (PYKGSEIRGSRK, siehe Abb.1.5). Auch eine Kreuzreaktion 
von Spleißfaktoren mit dem Antiserum aufgrund der RS-Domäne von Cyclin L2 wurde 
somit ausgeschlossen. Abb. 3.1B zeigt, dass mit Hilfe des Serums die in COS-7 Zellen 
exprimierten Konstrukte  pøGFP-Cyclin L2 und pEGFP-Cyclin L2 nachgewiesen werden 
konnten. 
 
Die hier präsentierten Ergebnisse zeigen, dass die genutzen Expressionsvektoren 
funktionieren und die gemessenen jeweiligen Größen mit den theoretischen Größen der 
Proteine übereinstimmen.   
 
 
Abb. 3.1: Nachweis von GFP-Cyclin L1, Cyclin L2, GFP-Cyclin L2 sowie GFP-Cyclin L2s 
A: Nachweis von in COS-7 Zellen überexprimiertem GFP-Cyclin L1. Der Western blot wurde mit 
monoklonalem Antikörper gegen das grün-fluoreszierende Protein (GFP) mαGFP der Firma MBL 
inkubiert. 
B: Nachweis von überexprimiertem Cyclin L2 (1) und GFP-Cyclin L2 (2+3). Zur Detektion wurde als 
primärer Antikörper αCycL2 (1+2) beziehungsweise mαGFP (3) verwendet.  
C: Nachweis von in COS-7 Zellen überexprimiertem GFP-Cyclin L2s mit Hilfe von mαGFP. 
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Nachweis von GFP-Cyclin L2s 
Da das Antiserum gegen Cyclin L2 spezifisch für die lange Proteinform ist, kann man 
damit die kurze Form, Cyclin L2s, nicht detektieren. Daher wurde in Abb. 3.1C zur 
Identifikation der monoklonale Antikörper gegen das grün-fluoreszierende Protein (GFP) 
mαGFP der Firma MBL verwendet. 
Zur Durchführung eines Spezifitätsnachweises für den Antikörper gegen Cyclin L2, 
αCycL2, wurde mittels Western blot das Signal von Cyclin L2 durch das immunogene 
Peptid blockiert. Dabei verbleiben nur noch die nicht für Cyclin L2 spezifischen 
Antikörper frei in der Lösung, wohingegen die spezifischen Antikörper an das Peptid 
gebunden sind. Zur Herstellung dieser Mischung aus Antikörper und Peptid wurde eine 
1:5000-Lösung aus αCycL2 und Peptid über Nacht unter Schütteln inkubiert, in der die 
Menge an Antigen die des Antikörpers um das 50-fache übersteigt. 
Cyclin L2 wurde mit Hilfe des Vektors pøGFP-Cyclin L2 in COS-7 Zellen überexprimiert 
und mittels αCycL2 auf einem Western blot nachgewiesen (Abb. 3.2A). Nach 
Entfernung des primären Antikörpers mit β-Mercaptoethanol konnte gezeigt werden, 
dass kein αCycL2 als primärer Antikörper auf dem Blot verblieben ist (Abb. 3.2B). Der 
Blot wurde nun mit der Antikörper-Peptid-Mischung über Nacht bei 4 °C inkubiert. Es 
konnte anschließend das für Cyclin L2 spezifische Signal nicht mehr nachgewiesen 
werden. Die unspezifischen Banden sind jedoch weiterhin vorhanden (Abb. 3.2C). 
Durch ein erneutes Strippen des Blots und Inkubation mit αCycL2 konnte Cyclin L2 
wieder nachgewiesen werden (Abb. 3.2D).  
 
Dieser Versuch zeigt, dass die Bande bei etwa 60 kD spezifisch von dem Antikörper 
αCycL2 erkannt wird. 
 
 
 
 
 
3.1.3 BLOCKIERUNG DES SIGNALS VON CYCLIN L2 IM WESTERN BLOT DURCH 
GEREINIGTES PEPTID 
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Abb. 3.2: Blockierung des Signals von Cyclin L2 im Western blot durch gereinigtes Peptid 
A: Nachweis von in COS-7 Zellen überexprimiertem Cyclin L2. Der Western blot wurde mit 
polyklonalem Antikörper αCycL2 gegen das Peptid PYKGSEIRGSRK entsprechend den Aminosäuren 
437 bis 448 im C-Terminus von Cyclin L2 inkubiert. 
B: Kontrolle des Western blot nach Strippen. Aufgrund des erfolgreich entfernten Antikörpers ist kein 
Signal mehr zu erkennen. 
C: Blockierung des Signals von Cyclin L2. Hierzu wurde der Antikörper αCycL2 mit dem 
immunogenen Peptid wie in Kap. 3.1.3 vorinkubiert. Die Cyclin L2 entsprechende Bande ist nicht mehr 
zu erkennen, die unspezifischen Banden bleiben bestehen. Um die unspezifischen Banden sichtbar 
zu machen, wurde der Blot im Vergleich zu A überexponiert. 
D: Nach wiederholter Inkubation des Western blot mit αCycL2 ist Cyclin L2 wieder zu erkennen. 
Um eine Koimmunpräzipitation von DYRK1A und Cyclin L2 durchzuführen, musste 
zunächst nachgewiesen werden, dass DYRK1A und Cyclin L2 durch spezifische 
Antikörper mittels Immunpräzipitation fällbar sind. 
Zur Fällung des GFP-tag beinhaltendem DYRK1A nach Überexpression in COS-7 
Zellen standen mit αDYRK1A-Co, αDYRK1A-CT und pαGFP mehrere Antikörper zur 
Verfügung. DYRK1A wurde von allen genannten Antikörpern gefällt (Abb. 3.3A), wobei 
mit pαDYRK1A-CT die größte Proteinmenge isoliert werden konnte.   
Die Immunpräzipitation von GFP-Cyclin L2 mittels pαGFP konnte problemlos 
durchgeführt werden. Hingegen war eine Fällung des Cyclin L2 ohne GFP-tag mit 
αCycL2 unter nativen Lysebedingungen nicht nachweisbar. Offensichtlich liegt 
3.2 IMMUNPRÄZIPITATION VON DYRK1A UND CYCLIN L2
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Cyclin L2 unter nativen Bedingungen so ungünstig gefaltet vor, dass das Epitop für den 
Antikörper αCycL2 unerreichbar ist. Dieses Problem konnte umgangen werden, indem 
die Cyclin L2 überexpressierenden COS-7 Zellen einer SDS-Lyse unterzogen wurden. 
Durch die denaturierende Lyse ist das Epitop für αCycL2 zugänglich und Cyclin L2 
konnte immunpräzipitiert werden (Abb. 3.3B). 
Aufgrund eines fehlenden spezifischen Antikörpers konnte GFP-Cyclin L1 nur mit Hilfe 
des pαGFP-Antikörpers erfogreich immunpräzipitiert werden (Abb. 3.3B).  
 
 
Abb. 3.3: Immunpräzipitation von DYRK1A und Cyclin L2 
A: Nach der Transfektion von COS-7 Zellen mit GFP-DYRK1A und einer anschließenden nativen 
Lyse wurde das Protein mit Hilfe unterschiedlicher Antikörper immungefällt: pαDYRK1A-Co (Spur 1), 
pαDYRK1A-CT (Spur 2) und mαGFP (Spur 3). 
B: GFP-Cyclin L1 und GFP-Cyclin L2 wurden COS-7 Zellen transfiziert und danach nativ lysiert. Die 
Immunfällung wurde mit mαGFP durchgeführt. In Spur 1 ist GFP-Cyclin L1 zu erkennen, in Spur 2 
GFP-Cyclin L2. Zum Vergleich wurde in den Spuren 3 und 4 die Immunfällung mit αCycL2 
durchgeführt. Dabei wurde pEGFP-Cyclin L2 (Spur 3) bzw. pøGFP-Cyclin L2 (4) in COS-7 Zellen 
transfiziert, welche anschließend mittels SDS-Lyse lysiert wurden. In den Spuren A1 sowie B3 und B4 
ist in der Höhe von etwa 50 kD jeweils die schwere Kette des Antikörpers zu erkennen (IgG).   
Ziel dieser Arbeit war es unter anderem, die Interaktion zwischen DYRK1A und 
Cyclin L2 mittels Koimmunpräzipitation zu bestätigen. Im Gegensatz zum bereits 
erfolgreich durchgeführten GST-Pulldown-Assay, bei dem auf mit GST-tags markiertem 
rekombinantem Protein aus E. coli zurückgegriffen wurde, bietet die 
3.2.3 IMMUNPRÄZIPITATION VON CYCLIN L1
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Koimmunpräzipitationstechnik Aussagen über Protein-Protein-Interaktion unter deutlich 
physiologischeren Bedingungen.  
Die Fällung von Cyclin L2 aus einem nativen Lysat war mit dem Antikörper αCycL2 
jedoch nicht möglich. Nach der erfolgreichen Immunfällung von DYRK1A aus nativem 
Zelllysat mit einem spezifischen Antikörper wurde erwartet, dass kotransfiziertes 
Cyclin L2 aufgrund der Interaktion zwischen beiden Proteinen ebenfalls mittels Western 
blot-Technik nachweisbar ist. So konnte mit Hilfe des Antikörper αDYRK1A-Co 
überexprimiertes DYRK1A erfolgreich gefällt werden. Das in gleichem Maße 
koexprimierte Cyclin L2 wurde jedoch nur ineffizient mitgefällt (Abb. 3.4A).  
Zur Untersuchung, ob steigende Mengen des Proteins DYRK1A auch mehr Cyclin L2 
fällen, wurden 0,2 µg, 0,7 µg und 2 µg DYRK1A mit jeweils 2 µg Cyclin L2 in COS-7 
Zellen kotransfiziert. Bei wie erwartet steigenden Mengen gefällten DYRK1A mittels 
αDYR1A-CT wurden jeweils identische Mengen Cyclin L2 präzipitiert (Abb. 3.4B). Dabei 
fällte auch die als Negativ-Kontrolle durchgeführte Koimmunpräzipitation mit dem 
Präimmunserum des αDYR1A-CT-Antikörpers DYRK1A und Cyclin L2. Dies ist, bei 
identischen Summen der gefällten Proteine, mit einer unspezifischen Bindung des 
Immunserums an DYRK1A und Cyclin L2 zu erklären.  
Aufgrund dieser unspezifischen Bindung war es nicht möglich, mit diesem Versuch die 
Interaktion von DYRK1A und Cyclin L2 nachzuweisen. 
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Abb. 3.4: Koimmunpräzipitation von DYRK1A und Cyclin L2 
A: Bei der Koimmunfällung wurden COS-7 Zellen mit GFP-Cyclin L2 und GFP-DYRK1A kotransfiziert. 
Nach 48 Stunden folgte die native Lyse und die Fällung mit αDYRK1A-Co (Spur 1). In der zweiten 
Spur sind die dazugehörenden Lysate abgebildet. Die dritte Spur zeigt die Koimmunfällung von GFP-
DYRK1A mit einem GFP-markierten Kontrollprotein (GFP-SF3B; ~90kD). Zur Detektion auf dem 
Western blot wurde als primärer Antikörper mαGFP benutzt. 
B: Im vorliegenden Versuch wurden COS-7 Zellen in 6 cm-Platte mit steigenden Mengen (0,2 µg; 
0,7 µg; 2,0 µg) von pEGFP-DYRK1A sowie mit jeweils 2,0 µg pEGFP-Cyclin L2 transfiziert. Nach 
anschließender nativen Lyse wurde mit αDYRK1A-CT (Spuren 1-3) bzw. mit dem Präimmunserum 
von αDYRK1A-CT (Spuren 4-6) immungefällt. Zum Vergleich dazu die jeweiligen Lysate (Spuren 7-9). 
Zum Nachweis auf dem Western blot wurde als primärer Antikörper mαGFP genutzt. Im Western blot 
verläuft die Bande für GFP-DYRK1A oberhalb der 116kD-Markierung, die Bande für GFP-Cyclin L2 
knapp unterhalb der 97kD-Markierung. 
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Weiterhin fiel auf, dass Cyclin L2 nach Koimmunpräzipitation mit DYRK1A im Western 
blot in Form einer Doppelbande vorliegt (Abb. 3.5A). Bei diesem Versuch der 
Koimmunpräzipitation mit GFP-DYRK1A diente GFP-SF3B1 als Negativkontrolle. Das 
im Kern vorkommende SF3B1 besitzt weder eine RS-Domäne noch eine 
Cyclindomäne. Zwischen SF3B1 und Cyclin L2 ist keine Interaktion beschrieben. Hier 
wurde Cyclin L2 auch von der Negativkontrolle GFP-SF3B1 mittels eines GFP-
spezifischen Antikörpers gefällt. Dennoch ist die Doppelbande nur in den Spuren zu 
erkennen, in denen DYRK1A zu Cyclin L2 kotransfiziert wurde. Bei einem folgenden 
Versuch wurde zu Cyclin L2 anstelle des GFP-SF3B1 nur GFP (pEGFP-C1) 
hinzutransfiziert. GFP-DYRK1A konnte mit einem GFP-spezifischen Antikörper 
Cyclin L2 fällen, das grün fluoreszierende Protein (GFP) tat dies im Vergleich nur sehr 
ineffektiv (Abb. 3.5B). Dabei erschwert die verringerte Expression von Cyclin L2 in Spur 
vier die Interpretation. Hier ist sowohl in der Koimmunpräzipitation also auch in den 
Lysaten eine deutlich verbreiterte Bande in Höhe von Cyclin L2 bei Kotransfektion mit 
GFP-DYRK1A zu erkennen, die auf eine Doppelbande hinweist.  
Um zu untersuchen, ob diese Doppelbandenbildung bei Cyclin L2 eventuell durch eine 
Phosphorylierung durch DYRK1A hervorgerufen wird, wurden die Lysate von COS-7 
Zellen mit überexprimiertem GFP-Cyclin L2 und GFP-DYRK1A bzw. GFP-DYRK1A-
K188R (der inaktivierten DYRK1A) miteinander verglichen (Abb. 3.5C). Zusätzlich 
wurden als Negativkontrollen Lysate von COS-7 Zellen mit überexprimiertem GFP-
Cyclin L2 sowie GFP-CLK3 bzw. GFP aufgetragen, wobei hier keine 
Doppelbandenbildung erwartet wurde. Eine Doppelbandenbildung von Cyclin L2 ist nur 
bei dem gemeinsamen Vorhandensein der aktiven Form von DYRK1A zu erkennen. 
Sowohl die inaktive Form wie auch die Negativkontrollen ergaben keine Doppelbande.  
 
Es ist also die katalytische Aktivität von DYRK1A notwendig, um Cyclin L2 im Western 
blot als doppelbandenbildend nachzuweisen. Dies ist am einfachsten durch eine direkte 
Phosphorylierung durch DYRK1A zu erklären. Ein Beweis hierzu konnte durch die 
vorliegenden Untersuchungen jedoch nicht geführt werden.  
3.4 DOPPELBANDENNACHWEIS BEI KOEXPRESSION VON DYRK1A UND 
CYCLIN L2 
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Abb. 3.5: Doppelbandenbildung von Cyclin L2 
A: COS-7 Zellen wurden mit pøGFP-Cyclin L2 sowie mit pEGFP-DYRK1A (Spuren 1+2) bzw. mit 
pEGFP-SF3B1 (Spuren 3+4) kotransfiziert. Nach Koimmunpräzipitation mit mαGFP wurde Cyclin L2 
mittels Western blot-Technik und dem primären Antikörper αCycL2 nachgewiesen. 
B: COS-7 Zellen wurden mit pøGFP-Cyclin L2 und pEGFP-DYRK1A (Spuren 1+3) bzw. mit pEGFP-
C1 (Spuren 2+4) kotransfiziert. Nach der Koimmunpräzipitation mit mαGFP wurde Cyclin L2 mittels 
Western blot und dem primären Antikörper αCycL2 nachgewiesen (Spuren 1+2). Spur 3 und Spur 4 
zeigen die jeweiligen Lysate mittels Western blot und αCycL2 als primärem Antikörper. 
C: Der abgebildete Western blot zeigt in zwei Aufnahmen mit unterschiedlich langen Expositionszeiten 
Lysate aus COS-7 Zellen, die jeweils mit pEGFP-Cyclin L2 und pEGFP-DYRK1A (Spur 1), bzw. mit 
pEGFP-DYRK1A-K188R (Spur 2) oder mit pEGFP-CLK3 (Spur 4) kotransfiziert wurden. Spur 3 zeigt 
als Kontrolle das Lysat einer COS-7 Zelle, die mit pEGFP-Cyclin L2 und dem Leervektor kotransfiziert 
wurde.   
Die Isoform p110 der cyclinabhängigen Kinase PITSLRE (Gensymbol CDC2L1) ist mit 
Cyclin L1 assoziiert (Berke et al., 2001 und Dickinson et al., 2002). Aufgrund der 
starken Ähnlichkeit zwischen den Sequenzen  der Cyclindomäne von Cyclin L1 und 
Cyclin L2 (Abb. 1.5) wurde vermutet, dass auch Cyclin L2 mit PITSLRE interagiert. 
Dazu wurden die mit GFP markierten Proteine Cyclin L1, Cyclin L2, Cyclin L2s sowie ein 
Kontrollprotein (SF3B1) mittels pαGFP immungefällt und das eventuell gebundene 
3.5 KOIMMUNPRÄZIPITATION VON PITSLREP110 DURCH CYCLIN L2
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endogene PITSLRE mit einem spezifischen Antikörper, αPITSLRE der Firma Santa 
Cruz Biotechnology, nachgewiesen (Abb. 3.6). Die vorbekannte Interaktion zwischen 
Cyclin L1 und PITSLRE (Berke et al., 2001; Dickinson et al., 2002) konnte bestätigt 
werden. Darüber hinaus wurde beobachtet, dass Cyclin L2 ebenfalls mit PITSLRE 
interagiert und die cyclinabhängige Kinase koimmunpräzipitiert. Dabei fiel die im 
Vergleich zu Cyclin L1 geringere Menge an gefälltem PITSLRE durch Cyclin L2 auf. Die 
mit 222 Aminosäuren deutlich kürzere Spleißvariante von CCNL2, Cyclin L2s, welche 
keine vollständige Cyclindomäne besitzt, konnte keine nachweisbaren Mengen von 
PITSLRE an sich binden. Auch bei der eingesetzten Negativkontrolle, SF3B1, konnte 
nach der Immunfällung kein PITSLRE nachgewiesen werden. 
 
In diesem Versuch konnte erwiesen werden, dass mittels Koimmunpräzipitation eine 
Interaktion zwischen Cyclin L2 und PITSLREp110 nachweisbar ist. Dass dies nicht  für 
die kürzere Spleißvariante, Cyclin L2s, nachgewiesen werden konnte, ist mit der 
Vermittlung der Interaktion über die Cyclindomäne von Cyclin L2 am einfachsten zu 
erklären. 
Northern-Blot Analysen konnten zeigen, dass das für Cyclin L2 kodierende Transkript 
T2 nur in wenigen menschlichen Geweben vorkommt (de Graaf, 2004a). Neben 
schwachen Signalen in Skelettmuskel und Niere waren allein im Hoden deutliche 
Banden nachzuweisen. Um Cyclin L2 in vivo nachzuweisen, wurden Mausgewebe 
mittels Western blot-Technik und dem in Kapitel 3.1 charakterisierten Antikörper 
untersucht. In den untersuchten Geweben konnte nur in zur Anreicherung isolierten 
Maushodenkernen das Protein nachgewiesen werden (Abb. 3.7A). Cyclin L2 wurde 
weder in Hirn- und Lungenkernen, noch in Niere oder Skelettmuskel der Maus 
gefunden. 
Das apparente Molekulargewicht des im Maushoden gefundenen Cyclin L2 stimmt mit 
dem errechneten Molekulargewicht überein und verläuft auf identischer Höhe mit dem 
in COS-7 Zellen überexprimierten Expressionsklon (Abb. 3.7B).  
Die Untersuchung von Rattenhodenkernen und Rattenhirnkernen auf vorkommendes 
Cyclin L2 fiel negativ aus (Abb. 3.7C). Dieses Ergebnis war unerwartet und könnte von 
vielen verschiedenen Faktoren abhängig sein (Instabilität des Proteins, Alter der Ratte / 
der Maus). 
 
3.6 NACHWEIS VON CYCLIN L2 IN VIVO
  ERGEBNISSE 
  47 
  
 
Abb. 3.6: Koimmunpräzipitation von PITSLREp110 durch Cyclin L2 
A: GFP-Cyclin L1 (Spur 1), GFP-Cyclin L2 (Spur 2), GFP-Cyclin L2s (Spur 3) und GFP-SF3B1 (Spur 
4) wurden in COS-7 Zellen überexprimiert und anschließend mit einem GFP-spezifischen Antikörper 
(mαGFP) immunpräzipitiert. In der anschließenden Western blot-Analyse konnte endogenes PITSLRE 
mit einem spezifischen Antikörper (αPITSLRE) nachgewiesen werden. Spur 5 zeigt den Nachweis von 
endogener PITSLRE im Lysat.  
B: Die Abbildung zeigt die zugehörigen Lysate, die mittels eines GFP-spezifischen Antikörpers 
(mαGFP) in Western blot-Technik dargestellt wurden: GFP-Cyclin L1 (Spur 1), GFP-Cyclin L2 (Spur 
2), GFP-Cyclin L2s (Spur 3) und GFP-SF3B1 (Spur 4). 
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Abb. 3.7: Nachweis von Cyclin L2 in Mausgeweben 
A: Mausgewebe wurden aufgearbeitet und mittels Western blot-Technik aufgetragen. Zur Detektion 
wurde ein Cyclin L2-spezifischer Antikörper (αCycL2) verwendet. 
B: Auftragung von Maushodenkernen (Spur 1), Mauslungenkernen (Spur 2) und eines Zelllysat von 
COS-7 Zellen mit überexprimiertem Cyclin L2 (Spur 3). Nachweis von Cyclin L2 mit Hilfe von αCycL2 
als primären Antikörper. 
C: Untersuchung von Maushodenkernen (Spur 1), Rattenhodenkernen (Spur 2) und Rattenhirnkernen 
(Spur 3) durch Western blot-Analyse. Nachweis von Cyclin L2 mit αCycL2. 
Es handelt sich um jeweils unterschiedliche Präparationen von Maushodengeweben. 
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Proteine, die eine RS-Domäne besitzen und in ihrer Funktion als Splicing-Faktoren 
wirken, finden sich häufig in subnukleären Strukturen, die als Nuclear Speckles 
bezeichnet werden (Lamond et al., 2003). Aus diesem Grund wurde die Lokalisation 
von Cyclin L2 in der Zelle mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie untersucht und mit 
Cyclin L1, Cyclin L2s sowie mit einem bekannten Spleißfaktor, SC-35 (Fu et al., 1990), 
verglichen. 
Die mit GFP fusionierten Konstrukte von Cyclin L2, Cyclin L2s und Cyclin L1 wurden in 
COS-7 Zellen transfiziert und nach zwei Tagen des Wachstums fixiert. Anschließend 
konnten die Proteine in den Zellen durch Anregung des GFP lokalisiert werden. Es 
konnte gezeigt werden, dass sowohl Cyclin L1 als auch Cyclin L2 in beiden Zelllinien 
ausschließlich im Zellkern vorkommen und hier in streng voneinander getrennten, 
punktförmigen Kompartimenten vorliegen (Abb. 3.8). Dagegen konnte nachgewiesen 
werden, dass Cyclin L2s, dem eine RS-Domäne fehlt, gleichmäßig in Kern und 
Cytoplasma verteilt vorliegt und im Kern keine mit Cyclin L1 und Cyclin L2 vergleichbare 
Struktur aufweist. Dieses Verteilungsmuster ist identisch mit dem der kurzen 
Spleißvariante von Cyclin L1 (Berke et al., 2001) 
3.7 SUBZELLULÄRE LOKALISATION VON CYCLIN L2
3.7.1 CYCLIN L2, CYCLIN L2S UND CYCLIN L1 IN COS-7 ZELLEN 
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Abb. 3.8: Cyclin L2, Cyclin L2s und Cyclin L1 in COS-7 Zellen  
Cyclin L2, Cyclin L1 und Cyclin L2s wurden in der mit GFP markierten Form in COS-7 Zellen 
transfiziert. Die fixierten Zellen wurden fluoreszenzmikroskopisch hinsichtlich der GFP-Fluoreszenz 
untersucht. Dabei sind bei Cyclin L1 und Cyclin L2 jeweils zwei Zellkerne mit repräsentativem 
Verteilungsmuster zu erkennen. Cyclin L2s ist in einer kompletten COS-7 Zelle mit ebenso typischem 
Verteilungsmuster dargestellt. 
Bei den mit GFP fusionierten Konstrukten Cyclin L1/L2 und Cyclin L2/L1 handelt es sich 
um Cyclin L1 sowie Cyclin L2, deren RS- sowie Cyclin-Domäne vertauscht wurden 
(domain-swap). Somit besitzt Cyclin L1/L2 die Cyclin L1-Cyclin-Domäne und die RS-
Domäne von Cyclin L2, wohingegen Cyclin L2/L1 die Cyclin L2-Cyclin-Domäne und die 
RS-Domäne von Cyclin L1 aufweist. Bei der Untersuchung der Lokalisation innerhalb 
der Zelle konnte nachgewiesen werden, dass beide Fusionsproteine sich in COS-7 
Zellen wie Cyclin L1 bzw. Cyclin L2 verhalten und im Nucleus in Form von diskreten 
Tüpfeln vorliegen (Abb. 3.9). 
 
3.7.2 LOKALISATION VON CYCLIN L1/L2 UND CYCLIN L2/L1 IN COS-7 ZELLEN
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Abb. 3.9: Lokalisation von Cyclin L1/L2 und Cyclin L2/L1 in COS-7 Zellen 
Es sind jeweils zwei Zellkerne von COS-7 Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie gezeigt, die mit GFP-
Cyclin L2/L1 bzw. GFP-Cyclin L1/L2 transfiziert wurden.   
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Durch Permeabilisierung nach Fixierung der mit pEGFP-Cyclin L1 bzw. 
pEGFP-Cyclin L2 transfizierten Zellen konnte eine Immunfärbung des Spleißfaktors 
SC-35 mit Hilfe eines an Alexa-Red gekoppelten Antikörpers durchgeführt werden. Mit 
Hilfe des Wissens um die Lokalisation von SC-35 in der Zelle konnte gezeigt werden, 
dass die getüpfelten Strukturen, welche Cyclin L1 und Cyclin L2 repräsentieren, mit 
SC-35 kolokalisiert sind (Abb. 3.10). Dies führt zu der Folgerung, dass Cyclin L1 und 
Cyclin L2 in Nuclear Speckles vorliegen Diese Nuclear Speckles sind vermutlich 
Lagerstätten für RNA-transcribierende und RNA-prozessierende Proteine (Lamond et 
al., 2003 und Misteli, 2001).  
Es fiel auf, dass die Lokalisation von SC-35 in Cyclin L1 überexprimierenden Zellen 
gegenüber Cyclin L2 überexprimierenden oder untransfizierten Zellen verändert ist 
(Abb. 3.10). Das grobkörnig-entrundete Muster von SC-35 wirkt bei Überexpression von 
Cyclin L1 weitaus feiner. Ausserdem steigt die totale Anzahl der Nuclear Speckles in 
Anwesenheit von Cyclin L1. Dies könnte auf einen Einfluss von Cyclin L1 auf die 
Organisation und Funktion der Nuclear Speckles und damit auf RNA-transcribierende 
und RNA-prozessierende Proteine hinweisen. 
 
 
 
3.7.3 KOLOKALISATION VON CYCLIN L2 SOWIE CYCLIN L1 UND DEM 
SPLEIßFAKTOR SC-35 
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Abb. 3.10: Kolokalisation von Cyclin L2, Cyclin L2s sowie Cyclin L1 und SC-35 
Die als GFP-Konstrukte in COS-7 Zellen exprimierten Cyclin L2, Cyclin L1 und Cyclin L2s im 
fluoreszenzmikroskopischen Vergleich zum endogenen Spleißfaktor SC-35, der mittels rot 
fluoreszierendem, Alexa-Red konjugiertem, sekundärem Antikörper sichtbar gemacht wurde. In der 
Überlagerung der Aufnahmen sind kolokalisierte Proteine an der orange-gelben Färbung zu erkennen. 
In untransfizierten Zellen ist nur das endogene SC-35 zu erkennen. 
Es ist bekannt, dass viele Proteine in Nuclear Speckles sich ständig im Austausch mit 
den Orten der RNA-Synthese befinden (Lamond et al., 2003 und Misteli, 2001). Aus 
diesem Grund wurde die Mobilität von Cyclin L1 und Cyclin L2 mit Hilfe von 
photobleaching-Analysen untersucht. 
3.8 MOBILITÄTSVERGLEICH VON CYCLIN L2 UND CYCLIN L1 ANHAND 
PHOTOBLEACHING ANALYSE 
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Nach der Transfektion von COS-7 Zellen mit den jeweiligen GFP-markierten 
Konstrukten konnte jeweils ein Nuclear Speckle per Laser gebleicht werden. 
Anschließend wurde das Wiederkehren des Fluoreszenzsignals mittels Live-Cell-
Imaging überwacht. Dabei konnte bei GFP-Cyclin L2 ein Wiederkehren des Signals 
binnen weniger Sekunden nach dem Bleichen nachgewiesen werden (Abb. 3.11A). 
Deutlich sichtbar ist die fast vollständige Auslöschung des Signals durch den Laser bei 
null Sekunden. Anschließend kehrt das Signal bis zum Ende des 
Untersuchungszeitraums von 60 Sekunden wieder. Dies lässt darauf schließen, dass 
das Protein höchst mobil ist und innerhalb der Zelle zwischen gebleichtem Speckle und 
übrigem Nucleus ein rascher Austausch von GFP-Cyclin L2 besteht. 
 
3.8.1 FRAP-ANALYSE 
Vor dem Bleichen 0 Sekunden 20 Sekunden 
30 Sekunden 45 Sekunden 60 Sekunden 
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Abb. 3.11: FRAP-Analyse von GFP-Cyclin L2 
A: Fluorescent recovery after photobleaching von GFP-Cyclin L2 in einer COS-7 Zelle. Sichtbar ist der 
Zellkern der Zelle. Der zum Bleichen gewählte speckle ist markiert. Die Farbpalette der 
Falschfarbendarstellung spiegelt die Intensität der Signale wider. Dabei ändert sich die Farbe von 
niedriger zu hoher Intensität von blau über grün und gelb nach rot. 
B: Quantitative Analyse des fluorescent recovery after photobleaching von GFP-Cyclin L2. Die blauen, 
roten und grünen Graphen repräsentieren dabei die gemittelten relativen Intensitäten von jeweils fünf 
gebleichten Speckles in derselben Zelle. Die jeweiligen Fehlerbalken entsprechen den errechneten 
Standardabweichungen. 
Die quantitative Analyse der FRAP-Experimente wurde wie folgt durchgeführt: Das 
Experiment wurde insgesamt fünfzehn Mal an drei verschiedenen Zellen durchgeführt. 
Dabei wurde die gemittelte Ausgangsintensität im ROI (region of interest) vor dem 
Bleichimpuls zum Zeitpunkt 0 Sekunden  gleich 100 % Intensität gesetzt. Die sekündlich 
gemessenen Intensitätsverläufe im ROI der jeweils 5 FRAP-Untersuchungen pro Zelle 
wurden, nach erfolgter Background-Korrektur, gemittelt und die sich dabei ergebende 
Standardabweichung errechnet.  
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Die quantitative Analyse der Mobilität von Cyclin L2 zeigte, dass die Wiederkehr des 
Signals aus dem gebleichten Speckle zwar schnell aber unvollständig war (Abb. 3.11B). 
Die gemittelte Intensität der drei Zellen fällt gleichmäßig auf etwa 15 % – 18 % ab. 
Anschließend steigt die Intensität binnen 30 Sekunden auf 37 % - 44 % an. Diese 
unvollkommene Wiederkehr des Signals könnte auf zwei unterschiedlich mobile 
Fraktionen innerhalb der gemessenen Speckle hinweisen.  
Die Mobilitätsanalyse mittels fluorescent recovery after photobleaching von GFP-
Cyclin L1 ergab, dass nach Bleichen eines Speckle kein Wiederkehren des Signals 
nachweisbar war (Abb. 3.12) und sich dies selbst nach 10 Minuten nicht einstellte 
(Daten nicht gezeigt). Offensichtlich handelt es sich bei GFP-Cyclin L1 um einen 
immobilen Baustein des Nuclear Speckle Kompartiment. 
 
 
Abb. 3.12: FRAP-Analyse von GFP-Cyclin L1 
Fluorescent recovery after photobleaching von einer mit GFP-Cyclin L1 transfizierten COS-7 Zelle. 
Sichtbar ist nur der Zellkern einer Zelle. Der zum Bleichen gewählte Speckle ist mit einem weißen 
Kreis markiert.  
Vor dem Bleichen 0 Sekunden 20 Sekunden 
30 Sekunden 45 Sekunden 60 Sekunden 
  ERGEBNISSE 
  58 
  
Um die intranukleären Mobilitätsunterschiede zwischen GFP-Cyclin L1 und GFP-
Cyclin L2 zu bestätigen, wurden FLIP-Analysen in lebenden COS-7 Zellen durchgeführt. 
Dabei wurde ein Gebiet (Durchmesser 1 µm) innerhalb des Nucleus, das frei von 
Speckles war, durch repetitive Impulse eines Lasers geblichen. Durch dieses Bleichen 
wurde in Zellen, die mit GFP-Cyclin L2 transfiziert waren, eine Abnahme der Intensität 
des GFP-Signals im gesamten Zellkern erreicht (Abb. 3.13). Anscheinend bewegt sich 
ständig ein erheblicher Anteil des GFP-Cyclin L2 durch den Nucleus.  
 
 
Abb. 3.13: FLIP-Analyse von GFP-Cyclin L2 
Fluorescent loss in photobleaching-Untersuchung von mit GFP-Cyclin L2 transfizierten COS-7 Zellen. 
Der gebleichte Bereich im oberen Zellkern ist mit einem weißen Kreis markiert. Die Bleichimpulse 
beginnen zum Zeitpunkt null Sekunden. Der zum Vergleich hinzugezogene untere Zellkern wurde 
nicht gebleicht. 
3.8.2 FLIP-ANALYSE 
Vor dem Bleichen 0 Sekunden 25 Sekunden 
50 Sekunden 75 Sekunden 100 Sekunden 
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In Kontrast dazu ergab die FLIP-Analyse von GFP-Cyclin L1, dass nur im Bereich des 
Bleichgebietes die Intensität des GFP-Signals beeinträchtigt wurde (Abb. 3.14). Dies 
bestätigt die Annahme, dass GFP-Cyclin L1 sich nicht frei im Nucleus bewegt.  
 
 
Abb. 3.14: FLIP-Analyse von GFP-Cyclin L1 
Bei dieser fluorescent loss in photobleaching-Analyse wurden COS-7 Zellen untersucht, die mit GFP-
Cyclin L1 transfiziert wurden. Der in den Bildern weiter unten zu erkennende Zellkern wurde im mit 
einem weißen Kreis markierten Bereich gebleicht. Der darüber liegende Zellkern wurde nicht gebleicht 
und dient zum direkten Vergleich. 
Um zu untersuchen, in wie weit die jeweilige Cyclin-Domäne und die RS-Domäne die 
Mobilität der Proteine Cyclin L1 und Cyclin L2 beeinflusst, wurden die Konstrukte 
pEGFP-Cyclin L1/L2 und pEGFP-Cylin L2/L1 freundlicherweise von Katrin de Graaf 
erstellt. Bei pEGFP-Cyclin L1/L2 handelt es sich um das mit GFP markierte Cyclin L1, 
3.9 MOBILITÄTSVERGLEICH VON CYCLIN L1/L2 UND CYCLIN L2/L1 ANHAND 
PHOTOBLEACHING ANALYSE 
Vor dem Bleichen 0 Sekunden 25 Sekunden 
50 Sekunden 75 Sekunden 100 Sekunden 
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dessen RS-Domäne mit der von Cyclin L2 ersetzt wurde. Dementsprechend wurde bei 
pEGFP-Cyclin L2/L1 GFP-Cyclin L2 mit der RS-Domäne von Cyclin L1 kombiniert 
(domain swap). Die Proteine wurden in COS-7 Zellen exprimiert und mittels 
photobleaching-Analyse untersucht. 
 
 
Abb. 3.15: Struktur von Cyclin L1/L2 und Cyclin L2/L1 
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Fluorescent recovery after photobleaching von GFP-Cyclin L1/L2 zeigte, dass ein 
gebleichter Speckle binnen wenigen Sekunden wiederkehrt (Abb. 3.16). Das Protein 
zeigt also eine mit GFP-Cyclin L2 vergleichbare hohe Mobilität innerhalb des Zellkerns.  
 
 
Abb. 3.16: FRAP-Analyse von GFP-Cyclin L1/L2 
Fluorescent recovery after photobleaching-Analyse von mit GFP-Cyclin L1/L2 transfizierten COS-7 
Zellen. Es ist der Zellkern einer Zelle zu erkennen. Der zum Bleichen ausgewählte Speckle ist mit 
einem weißen Kreis markiert.  
Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass GFP-Cyclin L2/L1 wie GFP-Cyclin L1 
im Zellkern immobil ist. Der gebleichte Speckle kehrt innerhalb des 
Untersuchungszeitraums nicht wieder zurück (Abb. 3.17).  
Somit kann man folgern, dass die jeweilige RS-Domäne die Mobilität der Proteine 
Cyclin L1 und Cyclin L2 bestimmt. Die RS-Domäne von Cyclin L1 macht das Protein 
3.9.1 FRAP-ANALYSE 
Vor dem Bleichen 0 Sekunden 20 Sekunden 
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immobil, die RS-Domäne von Cyclin L2 befähigt das Protein zu einer hochgradigen 
Mobilität innerhalb des Zellkerns. 
 
 
Abb. 3.17: FRAP-Analyse von GFP-Cyclin L2/L1 
Bei dieser mit GFP-Cyclin L2/L1 transfizierten COS-7 Zelle ist der zum Bleichen ausgewählte Speckle 
innerhalb des Zellkerns mit einem weißen Kreis markiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vor dem Bleichen 0 Sekunden 20 Sekunden 
30 Sekunden 45 Sekunden 60 Sekunden 
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Um die Aussage, dass der Mobilitätsunterschied zwischen Cyclin L1 und Cyclin L2 von 
der jeweiligen RS-Domäne abhängt, zu festigen, wurden GFP-Cyclin L1/L2 und 
GFP-Cyclin L2/L1 mit Hilfe der FLIP-Analyse untersucht. Das dauerhafte Bleichen einer 
COS-7 Zelle, in der GFP-Cyclin L1/L2 exprimiert wurde, führte zum Erblassen des 
Zellkerns und der Speckle innerhalb von wenigen Sekunden (Abb. 3.18).  
 
 
Abb. 3.18: FLIP-Analyse von GFP-Cyclin L1/L2 
Diese fluorescent loss in photobleaching-Untersuchung konnte mit GFP-Cyclin L1/L2 in COS-7 Zellen 
durchgeführt werden. Der zum Bleichen gewählte Bereich ist mit einem weißen Kreis markiert. Der 
links im Bild zu erkennende Zellkern wurde zum Vergleich mitabgebildet und nicht gebleicht.  
Im Vergleich dazu führte das Bleichen eines Zellkerns einer mit GFP-Cyclin L2/L1 
transfizierten COS-7 Zelle zu keinem Erblassen des Zellkerns (Abb. 3.19).  Die 
zugehörige RS-Domäne der Proteine Cyclin L1 und Cyclin L2 bestimmt die Mobilität der 
Proteine im Zellkern. Es wurden also die Ergebnisse aus der FRAP-Analyse bestätigt. 
3.9.2 FLIP-ANALYSE 
Vor dem Bleichen 0 Sekunden 25 Sekunden 
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Abb. 3.19: FLIP-Analyse von GFP-Cyclin L2/L1 
Die fluorescent loss in photobleaching-Analyse wurde mit GFP-Cyclin L2/L1 transfizierten COS-7 
Zellen durchgeführt. Der zum Bleichen gewählte Bereich ist mit einem weißen Kreis markiert. Der 
rechts oben im Bild zu erkennende Zellkern wurde zum Vergleich mitabgebildet und nicht gebleicht.  
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Mittels Festphasen-Phosphorylierung wurde Cyclin L2 als ein mit DYRK1A 
interagierendes Protein entdeckt. Die weiteren Untersuchungen bezüglich der 
Expression von endogenem Cyclin L2 beschränkten sich zunächst auf die RNA-
Verteilung in menschlichen Geweben (de Graaf, 2004a), denn für das menschliche Gen 
CCNL2 – wie auch für das Cyclin L1 kodierende Gen CCNL1 – existieren mindestens 
zwei Spleißvarianten, wobei es sich bei Cyclin L2 um die seltenere und kürzere handelt. 
Um zu beweisen, dass es sich bei Cyclin L2 nicht um ein Spleißartefakt handelt und das 
Protein demnach in vivo exprimiert wird, fehlte jedoch der Nachweis von endogenem 
Cyclin L2. 
In dieser Arbeit konnte mittels Western blot erstmalig nachgewiesen werden, dass 
Cyclin L2 in isolierten Maushoden-Kernen in vivo exprimiert wird (Kap. 3.6). Dabei ist 
die endogene Expression schwach, so dass für weitere Versuche auf 
Expressionskonstrukte zurückgegriffen wurde. Die Tatsache, dass endogenes Cyclin L2 
im Kern lokalisiert ist, gibt erste Hinweise auf die mögliche Funktion des Proteins. Als 
Mitglied der SR-Proteinfamilie wie auch als ein Vertreter der Cyclin-Familie liegt die 
Vermutung einer funktionellen Bedeutung von Cyclin L2 im Kern nahe. 
Das Ergebnis korreliert mit der von Katrin de Graaf ermittelten Verteilung der mRNA 
von Cyclin L2 in menschlichen Geweben. Ein Nachweis, dass Cyclin L2 wie im 
menschlichen Skelettmuskel auch in der Skelettmuskulatur der Maus zu finden ist, 
konnte nicht geführt werden. 
Somit konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass Cyclin L2 in vivo exprimiert 
wird, wohingegen bisher nicht geklärt werden konnte, warum oder ob es bezogen auf 
die Proteinebene diese Gewebsspezifität gibt.  
RS-Proteine befinden sich häufig in subzellulären Strukturen innerhalb des Nucleus, 
sog. Nuclear Speckles, die vermutlich ein Lager für bei der Transkription beteiligte und 
RNA-prozessierende Proteine darstellen (Lamond et al., 2003 und Misteli, 1998). Die 
Tatsache führte zu der Frage, ob auch Cyclin L1 und Cyclin L2 in diesen Strukturen 
organisiert sind.  
4. DISKUSSION 
4.1 NACHWEIS VON CYCLIN L2 IN VIVO
4.2 SUBZELLULÄRE LOKALISATION VON CYCLIN L2
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In dieser Arbeit konnte fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden, dass sich 
sowohl GFP-Cyclin L1 wie auch GFP-Cyclin L2 in im Zellkern befindlichen, streng 
voneinander getrennten, punktförmigen Kompartimenten aufhalten (Kap. 3.7.1). 
In Vergleich mit dem bekannten Spleißfaktor SC-35, der in Nuclear Speckles organisiert 
ist (Fu et al., 1990), konnte gezeigt werden, dass sowohl Cyclin L1 als auch Cyclin L2 
mit SC-35 kolokalisiert sind (Kap. 3.7.3). Aufgrund der Tatsache, dass auch DYRK1A 
mit SC-35 kolokalisiert ist (Álvarez et al., 2003), kann nun geschlossen werden, dass 
DYRK1A mit Cyclin L2 kolokalisiert ist. Dies macht eine mögliche Interaktion beider 
Proteine in vivo noch wahrscheinlicher. 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die kurze Spleißvariante von Cyclin L2, 
Cyclin L2s, gleichmäßig im Nucleus und Cytoplasma verteilt ist und keine mit Cyclin L2 
vergleichbare Organisation in Nuclear Speckles aufweist (Kap. 3.7.1). Das 
Verteilungsmuster von Cyclin L2s ist identisch mit der der kurzen Spleißvariante von 
Cyclin L1 (Berke et al., 2001).  Ein vergleichbares Verhalten von Spleißfaktoren und 
zugehörigen verkürzten Spleißvarianten ohne RS-Domäne ist im Falle von SRp20 
beschrieben (Jumaa et al., 1997). Hier dient die kurze Variante, die selbst mit einer 
Spleißakzeptorstelle ausgestattet ist, zur Regulation der Spleißaktivität. Welche 
Funktion Cyclin L2s ausübt, kann anhand der vorliegenden Arbeit nicht geklärt werden. 
Aufgrund der Tatsache, dass das Vorkommen der Spleißvarianten von Spleißfaktoren 
kein Einzelfall und demnach konserviert ist, weist auf eine funktionelle Bedeutung hin.   
Bei den durchgeführten fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen fiel auf, dass das 
Muster des endogenen SC-35 sich bei Überexpression von Cyclin L1 im Vergleich zu 
untransfizierten Zellen änderte (Abb. 3.10). Dies könnte ein Hinweis auf den Einfluss 
von Cyclin L1 auf die Organisation und damit auch die Funktion der Nuclear Speckles 
und somit auf RNA-transkribierende und RNA-prozessierende Proteine sein. Einen 
ähnlichen Einfluss konnten Chen und Mitarbeiter für Cyclin L1 und Cyclin L2 in 
Interaktion mit der CDK13 nachweisen (Chen et al., 2007). Die Überexpression von L-
Typ Cyclinen hatte zur Folge, dass zutransfizierte CDK13 in Nuclear Speckles gelenkt 
wurde. Ohne die Kotransfektion mit L-Typ Cyclinen ist CDK13 diffus im Zellkern verteilt 
mit einigen Bereichen stärkerer Anreicherung. 
Im Rahmen von Untersuchungen mittels Koimmunpräzipitation fiel auf, dass sich 
Cyclin L2 in Anwesenheit von DYRK1A in Form einer Doppelbande im Western blot 
darstellt (Kap. 3.3). Diese Doppelbande konnte bei Lysaten aus kotransfizierten COS-7 
Zellen wie auch nach Koimmunfällung von Cyclin L2 mit DYRK1A nachgewiesen 
4.3 PHOSPHORYLIERUNG VON CYCLIN L2
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werden, wohingegen in Anwesenheit der kinasenegativen Variante von DYRK1A 
(DYRK1A-K188R) keine Doppelbande nachweisbar war. 
 
Bei der Identifizierung von Cyclin L2 als ein in vitro-Substrat der Proteinkinase DYRK1A 
(Hekerman, 1999) handelte es sich um einen Klon mit einer unvollstandigen cDNA des 
Proteins, dem die Cyclindomäne fehlte. Dies wies darauf hin, dass die Interaktion durch 
die RS-Domäne von Cyclin L2 vermittelt wird und diese Domäne auch das 
Phosphorylierungsziel darstellt. Zwar kann die Phosphorylierung der RS-Domäne nicht 
ausgeschlossen werden, es wurden jedoch drei Phosphorylierungsstellen identifiziert, 
die sich außerhalb der RS-Domäne befinden (de Graaf, 2004a). Ebenfalls konnte 
festgestellt werden, dass Cyclin L2 in transfizierten COS-7 Zellen phosphoryliert vorliegt 
(de Graaf, 2004a). 
Neben DYRK1A werden auch andere Mitglieder der CMGC-Gruppe für die 
Phosphorylierung von RS-Proteinen verantwortlich gemacht. So führt beispielsweise die 
Überexpression der Kinase CLK/STY zum Abtransport von Spleißfaktoren aus den 
Nuclear Speckles, die kinasenegative Variante hingegen verstärkt die Ansammlung von 
Spleißfaktoren in den Speckles (Sacco-Bubulya und Spector, 2002). Álvarez et al. 
(2003) konnten nachweisen, dass die Überexpression von DYRK1A ebenfalls zu einer 
Auflösung der Nuclear Speckles führt. Die Phosphorylierung von RS-Proteinen induziert 
wahrscheinlich den Transport dieser Proteine zu Orten mit aktiver Transkription und 
RNA-Prozessierung (Mermoud et al., 1994; Misteli et al., 1998; Graveley, 2000; 
Lamond und Spector, 2003).  Die Frage, in wie weit die Überexpression von DYRK1A 
auch die Lokalisation von Cyclin L2 innerhalb der Zelle beeinflusst, kann noch nicht 
beantwortet werden.  
Wie GST-Pulldown-Experimente zeigen, reicht die katalytische Domäne von DYRK1A 
aus, um Cyclin L2 zu binden. Ist zusätzlich die DYRK-Homology-Box (DH-Box) 
enthalten, so wird die Interaktion gesteigert. Da die DH-Box eine große Anzahl von 
negativ geladenen, sauren Aminosäureresten enthält, die vermutlich mit der positiv 
geladenen RS-Domäne von Cyclin L2 interagieren, ist anzunehmen, dass so über 
ionische Wechselwirkungen die Wechselbeziehung zwischen DYRK1A und Cyclin L2 
verstärkt wird. 
 
In Zusammenschau mit den Tatsachen, dass durch die Festphasen-Phosphorylierung 
einer cDNA Expressionsbibliothek Cyclin L2 als ein Substrat von DYRK1A identifiziert 
wurde, dass eine in vitro-Interaktion zwischen Cyclin L2 und DYRK1A bekannt ist 
(Hekerman, 1999) und dass drei in vitro-Phosphorylierungsstellen von DYRK1A in 
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Cyclin L2 gefunden wurden (de Graaf; 2004a; Abb. 1.5), deutet dies darauf hin, dass es 
sich bei der langsamer migrierenden Bande von Cyclin L2 um eine phosphorylierte 
Form des Proteins handelt. Somit konnte hiermit ein weiterer Hinweis auf eine in vivo-
Phosphorylierung von Cyclin L2 durch DYRK1A geliefert werden. 
Obwohl die in vitro-Interaktion zwischen Cyclin L2 und DYRK1A bekannt war 
(Hekerman, 1999), konnte sie mittels Koimmunpräzipitation nicht nachgewiesen 
werden. Da die Fällung von Cyclin L2 mittels αCycL2 aus einem nativen Lysat nicht 
möglich war, musste auf das mit GFP markierte Cyclin L2 in Kombination mit einem 
GFP-spezifischen Antikörper zurückgegriffen werden. Um eine Koimmunfällung möglich 
zu machen, wird ein nicht mit GFP markierter Interaktionspartner benötigt, der im Falle 
von DYRK1A aufgrund der geringen Expression endogener DYRK1A in COS-7 Zellen 
nicht vorlag. Aus diesem Grund war es nur möglich, eine Koimmunfällung von Cyclin L2 
mittels DYRK1A durchzuführen.  
Bei der erfolgreichen Koimmunpräzipitation von Cyclin L2 mittels DYRK1A fiel jedoch 
auf, dass Cyclin L2 nur in niedrigen Konzentrationen im Pellet vorzufinden war 
(Kap. 3.3). Der daraufhin geführte Kontrollversuch zur Ermittlung der Effizienz der 
Koimmunfällung zeigte, dass bei steigender Menge an kotransfiziertem DYRK1A die 
Menge an gefälltem Cyclin L2 konstant bleibt (Kap. 3.3). Zur Erklärung dieses 
Fällungsverhaltens kann herangezogen werden, dass die Syntheseleistung der COS-7 
Zellen hinsichtlich der Proteinsynthese limitiert ist und sich bei der Kotransfektion von 
steigenden Mengen DYRK1A und konstanter Menge an Cyclin L2 beide Proteine 
kompetitiv verhalten. Dies spiegelt sich in der Untersuchung der Lysate wieder, in 
denen bei steigender Menge an DYRK1A die Menge an Cyclin L2 abnimmt (Abb. 3.4B). 
Somit war aufgrund des methodisch hohen Hintergrundes der Nachweis der Interaktion 
nicht möglich. Es bleibt aber in diesem Zusammenhang zu erwähnen, dass 
Interaktionen zwischen Kinase und Substrat sehr transient sein können. 
Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) werden von den ihnen zugehörigen Cyclinen von 
der inaktiven in die aktive Form überführt und können dann die jeweiligen Substrate 
phosphorylieren. Dabei ist der Aufgabenbereich der Cyclin/CDK Partner divergent (Abb. 
1.6). So übernehmen die klassischen Cycline wie beispielsweise Cyclin D/CDK6 
Aufgaben in der Steuerung des Zellzyklus. Andere Cyclin/CDK Partner üben Funktionen 
im Bereich der Transkriptions-Initiation und -Elongation aus, so zum Beispiel Cycline 
4.4 INTERAKTION ZWISCHEN  CYCLIN L2 UND DYRK1A
4.5 INTERAKTION ZWISCHEN CYCLIN L2 UND PITSLREP110 
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vom T-Typ (Cyclin T1, Cyclin T2a und Cyclin T2b) mit der CDK9 (de Luca et al., 2003) 
oder Cyclin H mit der CDK7 (Oelgeschläger et al., 2002).  
Die erstmalig entdeckte Kombination einer Cyclin-Domäne mit einer RS-Domäne in L-
Typ Cyclinen legt die Vermutung nahe, dass die Funktion dieser Cycline in der RNA-
Prozessierung, der Transkription und des alternativen Spleißens besteht. 
Für Cyclin L1 konnte eine Interaktion mit der Cyclin-abhängigen Kinase PITSLRE 
(Gensymbol CDC2L1) nachgewiesen werden (Berke et al., 2001; Dickinson et al., 
2002). Dieser CDK wird nach Trembley und Mitarbeitern (2002) sowie der 
Arbeitsgruppe um Hu (2003) eine Rolle in Signaltransduktions-Prozessen 
zugeschrieben, die die Transkription und RNA-Prozessierung regulieren. 
Wie die Untersuchungen von Berke und Mitarbeitern im Jahr 2001 zeigten, bindet 
Cyclin L1 die cyclinabhängige Kinase PITSLREp110 in vivo. PITSLRE, auch CDK11 
genannt (Hu et al., 2003), besitzt das offizielle Gensymbol CDC2L1 (Cdc2-like 1) und 
existiert in über 20 Spleißvarianten (Gururajan et al., 1998). PITSLRE nimmt in der 
Koordination zwischen der Transkription und RNA-Prozessierung eine bedeutende 
Rolle ein (Hu et al., 2003; Trembley et al., 2002). Die Isoform PITSLREp110 befindet sich 
im Zellkern und ist mit dem Spleißprotein RNPS1 in Nuclear Speckles kolokalisiert 
(Loyer et al., 1998).  
 
In dieser Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, dass auch Cyclin L2 in vivo an 
endogene PITSLREp110 bindet (Kap. 3.5). Die Tatsache, dass sich Cyclin L2 ebenfalls in 
Nuclear Speckles befindet, bekräftigt die Vermutung, dass beide Proteine in vivo 
interagieren. Das Faktum, dass Cyclin L2s nicht mit PITSLREp110 interagiert, liegt 
höchstwahrscheinlich an dessen inkompletter Cyclin-Box (definiert durch Andersen et 
al. im Jahr 1997).  
Darüber hinaus konnte somit nachgewiesen werden, dass Cyclin L2 tatsächlich als 
Cyclin fungiert, also mit einer CDK interagiert. Bisher konnte Cyclin L2 nur anhand der 
Sequenz als Cyclin identifiziert werden. Die Untersuchung, ob aufgrund der Interaktion 
zwischen Cyclin L2 und PITSLREp110 die Aktivität der CDK erhöht ist, bleibt Gegenstand 
der weiteren Forschung. 
 
Das Binden von GFP-Cyclin L1 in vivo an PITSLREp110 ist ein Anzeichen dafür, dass 
der Einsatz von GFP als Markerprotein nicht zu einer vollkommenen Fehlfaltung des 
Proteins führt, was Aussagen bezüglich physiologischer Vorgänge unmöglich machen 
würde. 
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Allerdings konnte festgestellt werden, dass Cyclin L2 im Vergleich zu Cyclin L1 weit 
weniger stark mit PITSLREp110 interagiert. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, 
dass eine andere cyclinabhängige Kinase wie beispielsweise CDK7 oder 
CDK10/PISSLRE als der oder als ein weiterer katalytisch aktiver Partner von Cyclin L2 
fungiert. Tatsächlich konnte die Arbeitsgruppe um Chen kürzlich zeigen, dass Cycline 
des L-Typs mit den cyclinabhängigen Kinasen CDK12 und CDK13 (CDC2L5) 
interagieren (Chen et al., 2006 und 2007). Weiterhin konnten Chen und Mitarbeiter 
einen Einfluss von CDK12 und CDK13 auf das alternative Spleißen des E1A-Transkipts 
des Adenovirus nachweisen. Der Effekt von CDK12 und CDK13 konnte bei simultaner 
Überexpression von SF2/ASF and SC35 kompensiert werden. 
 
Diese Ergebnisse bestätigen die Funktion von Cyclin L2 als Cyclin und bekräftigen die 
Vermutung, dass Cyclin L2 eine über cyclinabhängige Kinasen vermittelte 
entscheidende Rolle in der Kontrolle von Transkription und RNA-Prozessierung spielt.  
Proteine, die in Nuclear Speckles organisiert sind, sind typischerweise mobil (Misteli et 
al., 1998). Dies ist die Voraussetzung dafür, dass Nuclear Speckles als Reservoir für 
RNA-prozessierende Proteine dienen, die von dort aus zu den Orten der Transkription 
gelangen. 
Aufgrund der zu 84% identischen Cyclin-Domänen, der ähnlichen Struktur (de Graaf, 
2004a) und der gemeinsamen Lokalisation mit weiteren Spleißfaktoren in Nuclear 
Speckles (Berke et al., 2001) liegt die Annahme nahe, dass sich Cyclin L1 und 
Cyclin L2 bezüglich ihrer Mobilität im Zellkern ähnlich verhalten. In dieser Arbeit konnte 
nachgewiesen werden, dass das Gegenteil der Fall ist.  
Mittels fluorescent recovery after photobleaching-Analysen konnte gezeigt werden, dass 
große Teile des geblichenen GFP-Cyclin L2 durch ungeblichene Moleküle binnen 60 
Sekunden ersetzt werden (Kap. 3.8). Darüber hinaus konnte durch fluorescent loss in 
photobleaching-Technik nachgewiesen werden, dass ein beachtlicher Anteil des im 
Kern befindlichen GFP-Cyclin L2 innerhalb von 100 Sekunden einen kleinen Bereich, 
die Region Of Interest, passiert. Im Gegensatz dazu verhält sich GFP-Cyclin L1 in 
beiden Untersuchungsverfahren vollkommen immobil. Bis heute ist Cyclin L1 damit das 
einzige Protein mit RS-Domäne, das ein immobiler Bestandteil der Nuclear Speckles ist 
(Lamond et al., 2003). Diese nachgewiesene Immobilität könnte darauf hinweisen, dass 
Cyclin L1 seine Funktion als SR-Protein wie auch als Cyclin ortsgebunden ausführt und 
nicht am Ort der Transkription. Möglich wäre dies durch einen Einfluss auf andere 
4.6 MOBILITÄT VON CYCLIN L1 UND CYCLIN L2
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Proteine, die direkt oder indirekt an der RNA-Prozessierung beteiligt sind, innerhalb der 
Nuclear Speckles, sei es direkt vermittelt über die RS-Domäne (z.B. DYRK1A) oder 
indirekt über die Aktivierung von CDKs (z.B. PITSLRE, CDK12 oder CDK13). Ebenso 
möglich wäre das Binden von Proteinen, die somit nicht die Nuclear Speckles verlassen 
und ihre Funktion im Zellkern nicht mehr ausüben können. Darüber hinaus ist es 
möglich, das Cyclin L1 selbst als Strukturprotein der Nuclear Speckles dient. 
Um die für dieses gegensätzliche Verhalten verantwortliche Domäne zu identifizieren, 
wurden die RS-Domänen beider Proteine getauscht, so dass die Cyclin-Domäne von 
Cyclin L2 mit der RS-Domäne von Cyclin L1 kombiniert wurde (Cyclin L1/L2) und 
umgekehrt (Cyclin L2/L1; Abb. 3.15). Es konnte auf diese Weise nachgewiesen werden, 
dass der Unterschied im Verhalten der beiden Proteine auf die RS-Domäne 
zurückzuführen ist (Kap. 3.9). Offenbar lenkt die RS-Domäne von Cyclin L1 und 
Cyclin L2 die Proteine nicht nur gemeinsam in die Nuclear Speckles – fehlt die RS-
Domäne wie bei Cyclin L2s, so kommt es nicht zu einem gerichteten Transfer des 
Proteins in die Nuclear Speckles – sondern sie bestimmt auch das gegensätzliche 
Verhalten bezüglich der Mobilität im Zellkern. Dabei ist zu erwähnen, dass es bei RS-
Domänen nicht nur auf den Gehalt an RS-Peptiden ankommt, sondern auf die 
innehabende eigenständige Funktion.  Neben schon bekannten Funktionen von RS-
Domänen, wie dem oben beschriebenen Transfer in Nuclear Speckles, der 
Spleißaktivierung einiger Substrate sowie der Rolle als Nuclear Targeting Signal (NTS) 
(Caceres et al., 1998), ist die Beeinflussung der Mobilität von Proteinen eine neue, noch 
nicht beschriebene Funktion. Die Frage, in wie weit die Phosphorylierung von Cyclin L2 
durch DYRK1A einen Einfluss auf Mobilität oder Lokalisation ausübt, konnte in dieser 
Arbeit nicht untersucht werden, bietet aber Potential für kommende Untersuchungen. 
Die Tatsache, dass GFP-Cyclin L2 im Rahmen der FRAP-Analyse nur unvollständig an 
den Ort des Bleichens zurückkehrt und damit die Ausgangsintensität nicht erreicht wird, 
kann diverse Gründe haben. So könnte eine immobile Fraktion von Cyclin L2 innerhalb 
der Nuclear Speckles existieren, die aufgrund fehlender Phosphorylierung an 
Strukturproteine dieser subzellulären Formation gebunden ist und erst per Aktivierung 
durch eine Kinase von diesen entkoppelt wird – ein Vorgang, der bereits in ähnlicher 
Weise für RS-Proteine beschrieben wurde (Sacco-Bubulya und Spector, 2002). Ebenso 
können physikalische Beschränkungen der Diffusionskapazität im Bereich des 
geblichenen Speckles den Austausch limitieren. Auch der Schaden an der Zelle selbst 
und der damit verbundene Eingriff in die physiologischen Abläufe innerhalb des 
Zellkerns könnten Einfluss auf die Rekrutierung von ungeblichenem Protein haben. 
Ferner liegt auch während des kurzen Bleichimpulses ein Austausch zwischen den 
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einzelnen Speckles sowie dem Zellkern vor. Somit könnte die Menge an geblichenem 
Protein im Zellkern so erheblich Ansteigen, dass in der Zeit des Transfers nach dem 
Bleichen die Fraktion an ungeblichenem Protein nicht ausreicht, die Ausgangsintensität 
wieder zu erreichen. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit dienten als Grundlage für weitere Untersuchungen 
bezüglich der Charakterisierung von Cyclin L1 als einzig bekanntem immobilem 
Bestandteil der Nuclear Speckles mit RS-Domäne. Andreas Herrmann (Institut für 
Biochemie der RWTH-Aachen) konnte zeigen, dass das in der Interphase vollkommen 
immobile Cyclin L1 während der Mitose hochgradig mobil ist (Herrmann et al., 2007) 
und in der Metaphase ubiquitär in der Zelle vorkommt. Weiterhin konnte die für die 
Immobilisation verantwortliche Aminosäuresequenz innerhalb der RS-Domäne 
identifiziert werden (Aminosäuren 427-472).  
Darüber hinaus untersuchte Herrmann den Effekt von Actinomycin D – also der 
Hemmung der RNA-Polymerase II und damit der Transkription – auf die Morphologie 
von Cyclin L1 und Cyclin L2 innerhalb der Nuclear Speckles. Er konnte nachweisen, 
dass die Verteilung von Cyclin L1 durch Actinomycin D nicht verändert wird. Cyclin L2 
hingegen zeigt einen Effekt, der identisch ist mit dem von Spleißfaktoren: Die Anzahl 
der Nuclear Speckles veringert sich und die einzelnen Speckles wirken vergrößert. Dies 
ist ein weiterer Hinweis darauf, dass Cyclin L2 eine Rolle beim Spleißen von mRNA 
einnimmt. 
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Die Dual-Specificity Tyrosin (Y) Phosphorylation-Regulated Kinase-1A (Proteinkinase 
DYRK1A) spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung des zentralen Nervensystems. 
Dabei befindet sich das Gen auf Chromosom 21 in der Down-Syndrom-kritischen 
Region. Wie die Funktion von DYRK1A auf molekularer Ebene vermittelt wird, ist bis 
heute unklar. Zu den in den letzten Jahren ermittelten Substraten gehört unter anderem 
Cyclin L2, ein neu entdecktes Mitglied der Cyclin-Familie, welches sich durch eine 
einzigartige Kombination von Cyclin-Domäne und Arginin-Serin-reichen (RS)-Domäne, 
die typisch für Spleißfaktoren ist, auszeichnet.   
 
Ziel dieser Arbeit war es, Cyclin L2 zu charakterisieren sowie die Interaktion von 
DYRK1A und Cyclin L2 zu untersuchen. 
 
Mittels eines spezifischen Antikörpers konnte in isolierten Maushoden-Kernen 
nachgewiesen werden, dass Cyclin L2 in in vivo exprimiert wird. Um auch die 
subzelluläre Lokalisation des Proteins zu untersuchen, wurde durch Live-Cell-Imaging 
nachgewiesen, dass Cyclin L2 wie auch das nahe verwandte Cyclin L1 in Nuclear 
Speckles, Orte der Bereitstellung, Modifikation und Lagerung von Spleißfaktoren, 
organisiert sind. Die Tatsache, dass DYRK1A ebenfalls in diesen Nuclear Speckles 
vorliegt und beide Proteine somit kolokalisiert sind, deutet auf eine physiologische 
Interaktion beider Proteine hin. 
Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass überexprimierte 
DYRK1A, nicht jedoch die katalytisch inaktive Form, zu der Bildung einer zusätzlichen 
Bande mit geringerer elektrophoretischer Mobilität für Cyclin L2 im Western blot führt. 
Dies wird nach der Phosphorylierung von Proteinen häufig beobachtet und ist ein 
Hinweis darauf, dass DYRK1A Cyclin L2 in der Zelle phosphoryliert. 
Western blot-Untersuchungen zeigten ausserdem, dass Cyclin L2, wie auch Cyclin L1, 
mit der endogenen cyclinabhängigen Kinase PITSLREp110 in vivo interagiert. Da diese 
Interaktion im Vergleich zu Cyclin L1 weniger stark ausgeprägt ist, bleibt offen, ob es 
sich bei PITSLREp110 tatsächlich um den oder den einzigen katalytisch aktiven Partner 
von Cyclin L2 in vivo handelt.  
Im Gegensatz zu dieser Analogie beider L-Typ-Cycline wurde unter Anwendung von 
Photobleaching-Techniken gezeigt, dass sich Cyclin L1 und Cyclin L2 in Hinblick auf 
ihre Mobilität vollkommen gegensätzlich verhalten: Cyclin L2 erwies sich innerhalb des 
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Zellkerns als hoch mobil, während Cyclin L1, einzigartig für RS-Proteine, vollkommen 
immobil zu sein scheint. Für dieses gegensätzliche Mobilitätsverhalten wurde mittels 
Untersuchungen chimärer Proteinene die jeweilige RS-Domäne der Cycline 
verantwortlich gemacht. Dies stellt eine bisher noch nicht beschriebene Funktion von 
RS-Domänen dar. 
 
Diese Arbeit charakterisiert Cyclin L2 als einen neuen Vertreter der Cyclin-Familie mit 
spezifischen unterschiedlichen Eigenschaften zu Cyclin L1. Die Ergebnisse dieser 
Arbeit lassen vermuten, dass DYRK1A und Cyclin L2 in vivo interagieren und somit 
DYRK1A eine Rolle in Bezug auf die posttranskriptionale Modifizierung durch Spleißen 
einnimmt. 
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